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 یشپژوهمقاله 

در ماکیان  اورنیتوباکتریوم رینوتراکئالهای مطالعه فنوتیپی و ژنوتیپی جدایه

 شرقی، ایران صنعتی استان آذربایجان
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 11/60/1311تاریخ پذیرش:    11/11/1318تاریخ دریافت: 

 چکیده
 و هامرغ در و میر مرگ و رشد کاهش ،تخم تولید کاهش تنفسی، هایبیماری با مرتبط ( ارگانیسمORT) رینوتراکئال اورنیتوباکتریوم
های باکتری در گلهاین  مولکولی نگاریانگشت و دارویی مقاومت الگوی تعیین شناسایی، حاضر جداسازی، پژوهش هدف. است هابوقلمون

ای پلیمراز با استفاده از روش مرسوم باکتریایی و نیز تکنیك واکنش زنجیره -شمال غرب ایران-شرقی  ماکیان صنعتی استان آذربایجان
(PCR) بر . گردید آوریجمع در حال کشتار و هفت گله مرغ تخمگذار گله مرغ گوشتی 33نمونه سواب نایی از  066بدین منظور تعداد . بود

 به (درصد 1/11) گله پنج نای هایسواب از (درصد 1/0) جدایه 10های مرغ گوشتی، نمونه حاصل از گله 336اساس نتایج این مطالعه، از 
های مرغ تخمگذار های پژوهش جاری مشخص نمود که هیچکدام از گلهشدند. همچنین یافته شناسایی رینوتراکئال اورنیتوباکتریوم عنوان
ها به روش انتشار دیسك، بالاترین بررسی آلوده به این ارگانیسم نبودند. بر اساس نتایج آزمایش تعیین الگوی مقاومت دارویی جدایهتحت

درصد( بوده و بیشترین  1/17سایکلین )درصد( و داکسی 0/71درصد(، تتراسایکلین ) 7/81سیلین )حساسیت دارویی به ترتیب نسبت به پنی
 با هاجدایه نگاریانگشت هایداده طبق درصد( مشاهده گردید. بر 6/16و نئومایسین )درصد(  0/71)نیز مقابل اریترومایسین مقاومت دارویی 

 بندیتیپ E2 و E1 ژنتیکی دو الگوی در هاجدایه این (،ERIC-PCRانتروباکتریایی ) شدهحفاظت تکراری ژنیبین مناطق تکثیر تکنیك
های مرغ جدا شده در این مطالعه از گله ORTهای تمام سویه .داشتند قرار E1 الگوی دردرصد(  n ،8/11=13) هاجدایه اغلب که شدند

شرقی است  بررسی در استان آذربایجاندهنده میزان بالای آلودگی این پرندگان نسبت به ماکیان تخمگذار صنعتی تحت گوشتی بودند که نشان
(61/6 > Pهمچنین نتایج .) هایجدایه اغلب که دهدمی نشان ما ORT بسیار ژنتیکی نظر از ایران شمال غرب مناطق صنعتی ماکیان از حاصل 
 .باشندمی وابسته خاص ژنتیکی پروفایل یك به و بوده هم به شبیه

 

 ، آذربایجان شرقی، ایران.PCRماکیان صنعتی، تایپینگ،  رینوتراکئال، اورنیتوباکتریوم: کلیدی کلمات

 محمد کریم خسروپناه :  لنویسنده مسئو *

 ایران. -آدرس: گروه زیست شناسی، دانشکده علوم، دانشگاه آزاد اسلامی واحد سنندج، سنندج
 khosropanah.mk@iausdj.ac.ir الکترونیك:پست 

mailto:khosropanah.mk@iausdj.ac.ir


 04پیاپی ، 9911اول، شماره / شانزدهم، نشریه میکروبیولوژی دامپزشکی 22

 

 مقدمه
ای ( باااکتری میلااهORT)اورنیتوباااکتریوم رینوتراکئااال 

گرم منفی، دارای چندشکلی زیااد و غیرمتحارا اسات    

توجه اقتصاادی در صانعت   های قابلکه موجب خسارت

یافته حاکی از (. مرور مطالعات انجام10گردد )طیور می

هاای مختلاپ پرنادگان    از گونهجداسازی این ارگانیسم 

تواناد  (. ایان بااکتری مای   36و  7در سراسر جهان است )

طاول  بسیار مسری در ماکیان گاردد کاه    موجب بیماری

دوره بیماری، شدت علائم بالینی و میزان تلفات ناشی از 

(. از سااوی دیگاار، 36و  16باشااد )آن بساایار متریاار ماای

و نیاز  زماان  هاای هام  حضاور عفونات   شدت بیمااری باا  

عوامل مدیریتی مانند تراکم باالا و بهداشات پاایین گلاه     

(. علائام باالینی مشاهود    10و  13ارتباط مساتقیمی دارد ) 

 درگیری تنفسی با این باکتری در ماکیان شامل آبریازش 

هاا  سرفه، ورم مفاصل و ورم صورت و در بوقلمون بینی،

 کباد،  ها، بزرگای و ادم ریه هوایی هایکیسه شامل تورم

(. در طیاور متاا ر از   10پریکاردیت و ساینوزیت اسات )  

هااای ماکیااان و  خصااوص در گلااه ، بااهORTباااکتری 

بوقلمون، بروز علائم تنفسی، کاهش رشد، کاهش تولید 

درصاد( و افازایش    16تخم، افازایش میازان تلفاات )تاا     

شاود کاه در صاورت    حذف کشاتارگاهی مشااهده مای   

نفسای طیاور از   زای تهمراه شدن با سایر عوامال بیمااری  

-ریماارلا آناااتی ،باوردتلا آویااوم ، اشریشاایا کاالایقبیال  

هاای  میزان خساارت ، و ویروس بیماری نیوکاسل پستیفر

اقتصادی ناشی از این بیماری به طور چشمگیری افزایش 

 (.36و  11یابد )می

هااای مختلفاای مبناای باار شناسااایی و    تاااکنون گاازارش 

نیاز ساایر   نگاری این باکتری در طیور صانعتی و  انگشت

پرندگان اهلی و وحشی از کشورهای مختلپ دنیا ارائاه  

 (. بااه طااور کلاای اغلااب  11و  10، 17، 11شااده اساات )

های ماکیاان در اروپاا، آفریقاا، آمریکاای شامالی و      گله

جنوبی و برخی از کشورهای آسایایی باا ایان ارگانیسام     

 (.17و  18اند )مواجه شده

 1371در ایران اولین بار محققین موسساه رازی در ساال   

را از یك گله جوجه گوشتی و  ORTعفونت با باکتری 

یك گله نیمچه تخمگذار دارای علائم تنفسای گازارش   

دنبال آن، مطالعات متعاددی در خصاوص   (. به1کردند )

شناسایی این بیماری در نژادهای مختلاپ ماکیاان ایاران    

ر تخمگاذار، جوجاه گوشاتی،    شامل مادر گوشاتی، مااد  

( و نیااز شناسااایی  1تخمگااذار تجاااری و ماارغ بااومی )  

باکتری مسبب آن در مزارع صنعتی نگهداری و پرورش 

و بوقلمااون و همچنااین کبوترهااای اهلاای در    بلاادرچین

هاای رایاج   گیاری از روش نواحی مختلپ کشور با بهره

و  1شناسی، سرولوژی و مولکولی انجام گردید )باکتری

با وجود این مطالعات، تاکنون گزارش مدونی مبنای  (. 1

بر شناسایی این باکتری با استفاده از روش مرسوم کشت 

باکتریایی و نیز تکنیك مولکولی در طیور صنعتی مناطق 

 شمال غرب ایران ارائه نگردیده است.

 تکثیار  (،10پلاسامید )  آنالیز قبیل از مولکولی هایروش

 از انتروباکتریاایی  شاده حفاظات  تکاراری  ژنیبین مناطق

 PCR (Enterobacterial Repetitiveطریاااااق 

Intergenic Consensus Based PCR, ERIC-PCR)  
 Multilocus) ژنای  ناحیاه  چناد  در تاوالی  تعیاین  (،11)

Sequence Typing, MLST( )17،) مورفیساامپلاای 

 DNA (Randomتصااااادفی  تکثیرشااااده قطعااااات

Amplified Polymorphic DNA, RAPD-PCR) 
 قطعااات طااولی تنااوع آنااالیز ،(10)ریبوتایپیناا   (،10)

 Amplified Fragment Length تکثیاار از حاصاال

Polymorphism, AFLP) ( )7تاوالی  تعیاین  ( و DNA 

 هاای گوناه  و هاا ساویه  بررسای  سریع هایتکنیك ( از1)

 و فناوتیپی  مطالعه شناسایی، کنار در که هستند باکتریایی

  نگاااریانگشاات تکمیاال باارای سااروتیپی، بناادیدسااته

 هاا، تکنیاك  ایان . شاوند مای  اساتفاده  ORT هاای جدایه
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 بارای  کاه  هساتند  اختصاصی و حساس سریع، هایروش

 هااایگونااه هااایتفاااوت مقایسااه و تایپیناا  بررساای،

 مطالعاات  (. مارور 11) روندمی کاربه مختلپ باکتریایی

 آن از حااکی  ایاران  در ORT باکتری روی بر یافتهانجام

 ایان  هاای ساویه  نگااری انگشات  خصاوص  در کاه  است

-ERIC جملاه  از مولکولی مختلپ هایروش با باکتری

PCR حاضر، مطالعه اینرو، از. استنیافته انجام پژوهشی 

 مقاومات  الگاوی  تعیاین  شناساایی،  جداساازی،  هدف با

بااا  ORT باااکتری مولکااولی نگاااریانگشاات و دارویاای

 اساتان  صانعتی  ماکیاان  هاای گله در ERIC-PCRروش 

 اساتفاده  باا  ایران، غرب شمال در واقع شرقی آذربایجان

 واکاانش تکنیااك نیااز و بیوشاایمیایی مرسااوم روش از

 .گردید طراحی (،PCRپلیمراز ) زنجیرهای

 هامواد و روش

 هاآوری نمونهجمع

گلاه   33نمونه سواب نایی بطاور تصاادفی از    066تعداد 

 و هفت گله مرغ تخمگاذار  در حال کشتارمرغ گوشتی 

منااطق  در  هاای تنفسای  ظااهر ساالم و یاا دارای نشاانه    به

مختلپ استان آذربایجاان شارقی واقاع در شامال غارب      

  1318فصاااول بهاااار و تابساااتان ساااال   طااای در ایاااران

به  ORTاز آنجا که باکتری . (1)جدول شد  آوریجمع

هاای اخاذ   باشد، لذا تماام نموناه  دمای محیط حساس می

(، شارایط  Cary Blairکری بلار )  محیط انتقالی درشده 

شناسای  زمان باه آزمایشاگاه میکاروب   سرد و در حداقل 

های دامپزشکی موسسه تحقیقات واکسان  بخش پژوهش

 سازی رازی شمال غرب کشور منتقل گردیدند.و سرم

 
ماکیان صنعتی  گله 44نمونه سواب نایی حاصل از  444( از مجموع ORT) اورنیتوباکتریوم رینوتراکئالنتایج جداسازی و شناسایی  -1جدول 

 (PCRای پلیمراز )تکنیک واکنش زنجیره گیری ازبا بهره 1321های بهار و تابستان سال استان آذربایجان شرقی در فصل
 موارد مثبت )تعداد/درصد( تعداد نمونه  وضعیت سن )روز( تعداد مرغان گله شماره گله منطقه )شهر(

 دارای علائم تنفسی سالم

 های مرغ گوشتیگله

 1 11 □ ■ 44 13111 1 هشترود

2 10111 51 ■ □ 11 1 

 1 11 □ ■ 52 21111 3 مرند

4 15111 51 □ ■ 11 1 

 1 11 □ ■ 52 31111 5 تبریز

0 25111 44 □ ■ 11 4 

7 11111 44 ■ □ 11 1 

4 21111 51 ■ □ 11 1 

 1 11 □ ■ 51 15111 9 شبستر

11 11111 45 □ ■ 11 1 

11 11111 44 ■ □ 11 1 

 1 11 □ ■ 44 21111 12 مراغه

 1 11 ■ □ 51 21111 13 ایلخچی

 1 11 ■ □ 51 21111 14 سراب

15 15111 51 ■ □ 11 1 

10 11111 45 ■ □ 11 1 

 1 11 □ ■ 51 17111 17 بستان آباد

14 11111 51 ■ □ 11 1 

19 15111 44 ■ □ 11 1 

21 31111 51 □ ■ 11 1 

 1 11 □ ■ 51 22111 21 اهر

22 15111 42 ■ □ 11 1 
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 1 11 □ ■ 45 11111 23 هریس

 1 11 □ ■ 51 21111 24 صوفیان

25 15111 51 ■ □ 11 2 

 1 11 □ ■ 47 15111 20 شرفخانه

 1 11 □ ■ 44 21111 27 خسروشهر

24 12111 51 □ ■ 11 4 

 1 11 □ ■ 51 25111 29 ملکان

 3 11 □ ■ 51 14111 31 عجب شیر

 1 11 ■ □ 51 11111 31 تسوج

 1 11 □ ■ 44 13111 32 خواجه

 1 11 ■ □ 51 21111 33 تیکمه داش

  14 331      مجموع

 (2/4 )% 

 های مرغ تخمگذارگله

 1 11 □ ■ 252 11111 34 تبریز

35 15111 311 □ ■ 11 1 

30 12111 421 □ ■ 11 1 

37 25111 224 ■ □ 11 1 

34 31111 314 ■ □ 11 1 

39 15111 371 □ ■ 11 1 

41 25111 491 □ ■ 11 1 

  1/1 71      مجموع

 (1/1 )% 

  14 411      جمع کل

 (5/3 )% 

 

 های بیوشیمیاییکشت باکتریایی و آزمایش

دار گوسافندی )پانج   بر روی محیط آگار خاون ها نمونه

 میکروگاارم جنتامایسااین در هاار    1/1درصااد( حاااوی  

گراد درجه سانتی 37انکوباتور و در  شدهلیتر کشتمیلی

 10مادت   بود باه اکسید کربن درصد دی 1/7حاوی  که

دنبااال آن بااهگااذاری شاادند  خانااهگاارم ساااعت 08الاای 

)بااا ظاااهری  ORTباااکتری هااای مشااکوا بااه  پرگنااه

 خاکساااتری رنااا ، ریاااز و غیرهمولیتیاااك( بااارای     

(. 10سازی شادند ) های بعدی انتخاب و خالصآزمایش

 ساازی خاالص  هاای برای مشاهده شکل و اندازه باکتری

آمیاازی گاارم و باارای شناسااایی شااده، از تکنیااك رناا 

 های بیوشیمیایی مانند بیولوژیکی اجرام، از آزمایش

 

آز، تحارا،  اکسیداز، تولید اندول، تولیاد اوره  کاتالاز،

 کانکی و محیط  احیای نیترات و رشد بر روی آگار مك

منظاور ارزیاابی   شاد. باه  ( استفاده TSIدار )قندی آهنسه

هاا باه وسایله هار کادام از      خمیار کربوهیادرات  قدرت ت

هاای  محایط  ها،های مشکوا و تولید اسید از آنجدایه

قناادی شااامل سااوربیتول، گلااوکز، آرابینااوز، سااوکروز، 

 (1)جادول  مالتوز و لاکتاوز ماورد اساتفاده قرارگرفتناد     

 باارای ادامااه  ORT هااای مشااکوا بااه  (. جدایااه10)

و در ( Skim Milkدارنااده )هااا در محاایط نگااهبررساای 

تماام  )ساازی شادند   گراد ذخیرهدرجه سانتی -86دمای 

 .(آلمان محیط ها ساخت شرکت مرا،
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 های ماکیان صنعتی استانگله ( حاصل ازORT) اورنیتوباکتریوم رینوتراکئالجدایه  14 الگوی مقاومت دارویی تعییننتایج آزمایش  -2جدول 

 1321های بهار و تابستان سال آذربایجان شرقی در فصل
 تعداد )درصد(  عامل ضدمیکروبی

 مقاوم حساسیت متوسط حساس

 1 (1/7) 3 (0/11) 16 (0/71) (15µg)اریترومایسین 

 1 (1/10) 8 (1/17) 0 (1/18) (30µg)نالیدیکسیك اسید 

 1 (1/7) 7 (6/16) 0 (8/01) (10µg)جنتامایسین 

 7 (6/16) 6 (6/6) 7 (6/16) (30µg)نئومایسین 

 11 (7/81) 1 (1/10) 6 (6/6) (10U)سیلین پنی

 7 (6/16) 0 (1/18) 3 (0/11) (10µg)استرپتومایسین 

 8 (1/17) 1 (1/10) 0 (1/18) (30µgسایکلین )داکسی

 متوپریم سولفامتوکسازولتری

(1.25/23.75µg) 

1 (1/7) 1 (1/00) 0 (1/18) 

 16 (0/71) 3 (0/11) 1 (1/7) (30µgتتراسایکلین )

 0 (8/01) 1 (1/10) 0 (8/01) (1µgکلوگزاسیلین )

 

 تشخیص مولکولی 

 DNAاستخراج  

هاای مشاکوا، از روش   نموناه  DNAجهت اساتخراج  

جوشاندن استفاده شد. بادین منظاور، ابتادا چناد پرگناه      

 366دار انتخااب شاده و در   از محیط آگار خون خالص

میکرولیتاار آب مقطاار اسااتریل حاال گردیدنااد. مخلااوط 

آمده بوسیله دستگاه ترموبلاا )کیاژن، ایران( به بدست

گااراد درجااه سااانتی  166ماادت پاانج دقیقااه در دمااای   

دقیقاه در   11دست آمده به مادت  جوشانده شد. تعلیق به

یفیوژ شاد. در نهایات   دور در دقیقه سانتر 16666سرعت 

هااای میکرولیتاار از مااایع رویاای در میکروتیااوب    116

 درجاااه -16در دماااای  PCRاساااتریل بااارای انجاااام   

 داری شد.نگهگراد سانتی

 PCRآزمایش 

بااکتری  در این مطالعه یك جفات آغاازگر اختصاصای    

ORT  780که برای تکثیر یك قطعه   ( جفات باازیbp )

این باکتری توساط وان امپال و    16S rRNAبر روی ژن 

  قرار استفاده ( طراحی شده بودند، مورد1111حافظ )

 

 

. تااوالی نوکلئوتیاادی ایاان آغازگرهااا بااه   (36)گرفتنااد 

 ترتیب زیر بود:

 توالی آغازگر رفت:
   5- GAGAATTAATTTACGGATTAAG-3 

 توالی آغازگر برگشت: 
5-TTCGCTTGGTCTCCGAAGAT-3  

، Eppendorfدستگاه ترموساایکلر ) از  PCRبرای انجام 

 11باا حجام نهاایی     PCRآلمان( استفاده شد. واکانش   

 2xمیکرولیتر مساترمیک  آمااده    1/11میکرولیتر شامل 

، PCR buffer حاااوی)مساترمیک  ساایناکلون، ایااران،  

MgCl2 ،dNTPs  وTaq DNA Polymerase ،)1/1 

، دو میکرولیتاار از هاار کاادام از  DEPCمیکرولیتاار آب 

پیکومااول، ساایناکلون، ایااران( و پاانج     16آغازگرهااا )

گردیاد. برناماه   شده، انجاام استخراج DNAمیکرولیتر از 

شامل مرحله واسرشت اولیه باه مادت پانج     PCRدمایی 

هاای  گراد، سپ  چرخاه درجه سانتی 11دقیقه در دمای 

در دمای   انیه 36متوالی شامل مرحله واسرشت به مدت 

، مرحله اتصال به مدت یاك دقیقاه   گراددرجه سانتی 10

باه   ساازی و مرحله طویال گراد درجه سانتی 13در دمای 

باه تعاداد    گراد،درجه سانتی 71مدت دو دقیقه در دمای 

باه  ساازی نهاایی   چرخه و در انتها یك مرحله طویال  36
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گراد بود. پا   درجه سانتی 71مدت پنج دقیقه در دمای 

شدن مراحل دمایی و تکثیار احتماالی ژن هادف،    از طی

در کناار   PCRدر نهایت هشات میکرولیتار از محصاول    

جفت بازی )سیناکلون، ایاران( و ساویه    166نردبان ژنی 

شاده  عنوان شاهد مثبات )تهیاه  به ORTباکتری تاییدشده 

شناسای  از کلکسیون کشت میکروبی آزمایشگاه باکتری

موسساه تحقیقاات    هاای طیاور  بخش تحقیقاات بیمااری  

  DEPCسازی رازی، کرج، ایاران( و آب  واکسن و سرم

حااوی  عنوان شاهد منفی در ژل آگاارز یاك درصاد    به

لیتار )سایناکلون،   میکروگرم رن  ایمن در هر میلی 1/6

دقیقاه الکتروفاورز    01ولت به مادت   81ایران( در ولتاژ 

، ایااالات متحااده  Kodakشااد و در دسااتگاه ژل داا ) 

شااده مشاااهده گردیااد. در  اناادهای تشااکیل آمریکااا( ب

جفت بازی، جدایاه ماوردنظر    780صورت مشاهده باند 

 شد.در نظر گرفته ORTباکتری 

 الگوی مقاومت دارویی آزمایش تعیین

هاا از روش  دارویای جدایاه   مقاومات  الگوی برای تعیین

(. در ایاان روش ابتاادا 18شااد )انتشااار دیسااك اسااتفاده 

های دار به لولهمحیط آگار خونهای رشدیافته در پرگنه

( منتقل شادند.  TSBحاوی محیط تریپتیکاز سویا براث )

منتقل شاده و  گراد درجه سانتی 37ها به انکوباتور محیط

گذاری شدند خانهگرمبه مدت هشت ساعت در این دما 

 1/6ها معادل کادورت اساتاندارد   تا غلظت میکروبی آن

از سوسپانسیون داخال  با سواب استریل فارلند شود. مك

آگار مولر هینتون که شده و در محیط کشت ها اخذلوله

بود، کشت شده به آن پنج درصد خون گوسفندی اضافه

  16هااای حاااوی  ای داده شااد  سااپ  دیسااك  ساافره

بیوتیك مختلپ )پادتن طاب، ایاران( بار روی ایان     آنتی

گذاری خانهساعت گرم 08ها قرارگرفتند. پ  از محیط

گیاری قطار   برای انادازه ، گراددرجه سانتی 37 ایدر دم

 آمااده، هالااه ممانعاات از رشااد و تفساایر نتااایج بدساات   

(، باا  Sحسااس ) ساه گاروه    های ماورد مطالعاه باه   جدایه

بناادی شاادند ( دسااتهRو مقاااوم ) (Iحساساایت متوسااط )

 (.3)جدول 

  ERIC-PCR ها به روشنگاری سویهانگشت

-ERIC  تاییدشاده باه روش  هاای  برای تایپینا  جدایاه  

PCR  از یك تك آغازگر که توسط تاچیل و همکاران

(. تاوالی  11بارداری شاد )  بود، بهره( استفاده شده1667)

 نوکلئوتیدی این آغازگر به ترتیب زیر بود:

ERIC 1R 5-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3 
 

میکرولیتاار شااامل   16بااا حجاام نهااایی   PCRواکاانش  

 حااوی ، کاره جناوبی،   BIONEERمسترمیک  آماده  )

 مااولار ازمیلاای PCR buffer ،1/1مااولار از میلاای 06

MgCl2 ،116  میکرومولار ازdNTPs    و یاك واحاد از

Top DNA Polymerase ،)1/11  میکرولیتاااار آب

DEPC ،1/1  ( ول، پیکومااا 16میکرولیتااار از آغاااازگر

 DNAتکاپوزیساااات، ایااااران( و پاااانج میکرولیتاااار از 

شاامل   PCRگردیاد. برناماه دماایی    شده، انجاماستخراج

  10دقیقه در دمای  16مرحله واسرشت اولیه به مدت 

 

های متوالی شامل مرحله گراد، سپ  چرخهدرجه سانتی

 درجاااه 10 انیاااه در دماااای  01واسرشااات باااه مااادت 

مدت ساه دقیقاه در دماای    گراد، مرحله اتصال به سانتی 

ساازی باه مادت    گاراد و مرحلاه طویال   درجه ساانتی  06

 31گراد، باه تعاداد   درجه سانتی 71چهار دقیقه در دمای 

سازی نهایی به مادت  چرخه و در انتها یك مرحله طویل

گاراد باود. پا  از    درجاه ساانتی   71دقیقه در دماای   16

، های هادف شدن مراحل دمایی و تکثیر احتمالی ژنطی

در کناار   PCRدر نهایت هشات میکرولیتار از محصاول    
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جفت یازی )سیناکلون، ایران( و سویه  1666نردبان ژنی 

عنااوان شاااهد مثباات و آب بااه ORTتاییدشااده باااکتری 

DEPC  عنوان شااهد منفای در ژل آگاارز دو درصاد     به

 لیتاارمیلاای هاار در ایماان رناا  میکروگاارم 1/6 حاااوی

دقیقاه   116ولت به مدت  71)سیناکلون، ایران( در ولتاژ 

، ایالات Kodakالکتروفورز شد و در دستگاه ژل داا )

 شده مشاهده گردید.متحده آمریکا( باندهای تشکیل

 آنالیز آماری
افزار نرم 17ها توسط ویرایش های حاصل از آزمونیافته

SPSS های دقیق  گیری از آمار توصیفی و آزمونو بهره 

 P < 61/6تحلیال شاده و   مرباع کاای و فیشار تجزیاه و     

 شد.دار درنظر گرفتهمبنای اختلاف معنی

 نتایج

 نمونااه حاصاال از  336 در بررساای حاضاار، از مجمااوع 

 از( درصااد 1/0) جدایااه 10هااای ماارغ گوشااتی،  گلااه

هاای  در کشات  (درصاد  1/11) پنج گله نای هایسواب

 عناااوان باااههاااای بیوشااایمیایی  باکتریاااایی و آزماااون 

در شاادند کااه   شناسااایی رینوتراکئااال اورنیتوباااکتریوم

جفات   780باناد اختصاصای   نیاز   PCRاستفاده از روش 

، شکل 1بازی را نشان داده و تایید هویت شدند )جدول 

1.)  

 

های جفت بازی، چاهک 144مارکر : Mآمیزی شده با رنگ ایمن. چاهک بر روی ژل آگارز یک درصد، رنگ PCRالکتروفورز محصول  -1شکل 

 : شاهد مثبت )باکتری14این ارگانیسم(، چاهک  16SrRNAبازی ژن جفت  914( )قطعه ORT) اورنیتوباکتریوم رینوتراکئالهای : جدایه2-1

ORT سرم اختصاصی سروتیپ های بیوشیمیایی و آنتیشده با کمک آزمایشتاییدA آب 11(، چاهک( شاهد منفی :DEPC.) 

 

 دار دارای هاااا در محااایط آگاااار خاااون  ایااان جدایاااه 

های خاکستری متمایل به سافید و ناوا سانجاقی    پرگنه

هاای  بوده و فاقد قادرت هماولیز بودناد ولای در محایط     

 کانکی قادر به رشد نبودند. بر و آگار مك TSIآگار 

 

اجاارام  یافتااه،هااای بیوشاایمیایی انجااام  پایااه آزمااایش 

آز، کاتالاز و اندول جداسازی شده از نظر ژلاتیناز، اوره

منفاای ولاای از نظاار آزمااون اکساایداز مثباات بودنااد. ایاان 

غیار از ساوربیتول   ها تمام قندهای موردآزمایش بهجدایه
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های این مطالعه مشاخص  همچنین یافتهرا تخمیر کردند. 

حاصاال از  ناایی  نمونااه ساواب  76از مجماوع  نماود کاه   

بررسی هیچکدام آلوده باه  های مرغ تخمگذار تحتگله

 تعیاین نتاایج حاصال از آزماایش     نیساتند.  ORTباکتری 

هاا حااکی از حساسایت    دارویای جدایاه   مقاومت الگوی

درصد(،  7/81سیلین )به ترتیب نسبت به پنیها بالای آن

 1/17سااایکلین )درصااد( و داکساای 0/71تتراسااایکلین )

هاا نسابت باه اریترومایساین     درصد( و مقاومت بالای آن

. درصاااد( اسااات 6/16و نئومایساااین )درصاااد(  0/71)

متااوپریم هااا نساابت بااه تااری   همچنااین اغلااب جدایااه  

و نالیدیکسایك اساید   درصاد(   1/00)سولفامتوکسازول 

درصد( حساسیت متوسطی نشاان دادناد )جادول     1/17)

این مطالعاه باا روش    ORTجدایه  10نگاری (. انگشت1

ERIC-PCR ها را در دو الگوی ژنتیکای  جدایه، اینE1 

 n ،8/11=13هاا ) بندی نمود که اکثر جدایاه تقسیم E2و 

قرارداشااته و حاااوی هفاات بانااد  E1درصااد( در الگااوی 

کاه فقاط یاك    بازی بودند، درحالی جفت 1066تا  306

( از خسروشاااهر ORT14/98Rدرصاااد( ) 1/7جدایاااه )

 1616و  766بوده و دو باناد   E2متعلق به الگوی ژنتیکی 

 (. 3بازی را نشان داد )جدول جفت
 های ماکیان صنعتی استان آذربایجان شرقی با گله ( حاصل ازORT) اورنیتوباکتریوم رینوتراکئالجدایه  14نگاری نتایج انگشت -3جدول 

 ERIC-PCR تایپینگ  روشگیری از بهره
 نگاری با روشالگوهای حاصل از انگشت منشاء جررافیایی/میزبان

ERIC-PCR 
 ژنوتیپ پیشنهادی (bpاندازه تقریبی باندها ) ها )درصد(فراوانی جدایه هاتعداد جدایه

 E1 تبریز/مرغ گوشتی
 
 

 

1 13  (8/11) 1066-1316-1166-766-166-036-306 I 

 
 1 صوفیان/مرغ گوشتی

 3 شیر/مرغ گوشتیعجب

 3 خسروشهر/مرغ گوشتی

 E2 1 1 (1/7) 1616-766 II خسروشهر/مرغ گوشتی

 

جفات   1066و  766شامل  E1بارزترین باندهای الگوی 

 تواند وجود بیش از چند کپی  باز بودند که علت آن می

 

گااذاری نتااایج هااا در ژنااوم باااکتری باشااد. صااحه از آن

 (. 1آزمایش با سه تکرار مورد تایید قرارگرفت )شکل 

 

آمیزی شده با رنگ ایمن. بر روی ژل آگارز دو درصد، رنگ اورنیتوباکتریوم رینوتراکئالهای جدایه ERIC-PCRالگوهای ژنتیکی  -2شکل 

( الگوی ORT14/98R) 2مطالعه، جدایه چاهک تحت ORTهای : جدایه1-14و  1-9های چاهکجفت بازی،  1444: مارکر 15و  9های چاهک

 است. ها نشان دادهژنتیکی متفاوتی را نسبت به بقیه جدایه
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آماده باه   بدسات  ORTهاای  در پژوهش جاری، جدایاه 

هاای مارغ   هاای حاصال از گلاه   ترتیب مربوط باه نموناه  

درصااد(،  7/31گوشااتی شااهرهای تبریااز )پاانج جدایااه،  

درصد(، عجب شیر )سه  1/18خسروشهر )چهار جدایه، 

 1/10درصاااد( و صاااوفیان )دو جدایاااه،  0/11جدایاااه، 

جداشاده در ایان    ORTهاای  تمام ساویه درصد( بودند. 

دهناده  های مرغان گوشتی بودند که نشاان مطالعه از گله

میزان باالای آلاودگی ایان پرنادگان نسابت باه ماکیاان        

 بررساای در اسااتان آذربایجااانتخمگااذار صاانعتی تحاات 

-همچناین باا اینکاه انگشات     (.P < 61/6)شارقی اسات   

 ،ERIC-PCRباا روش  مطالعاه   تحت یهاهیجدا نگاری

( متمایز نماود  E2و  E1ها را در دو پروفایل متفاوت )آن

حاصال از ماکیاان صانعتی     ORTهاای  ولی اغلب جدایه

غرب ایران از نظر ژنتیکی بسیار شبیه به هام  مناطق شمال

 باشند.   بوده و به یك الگوی ژنتیکی خاص وابسته می

 بحث

باا   عفونات اورنیتوباکتریاایی   های تنفسی حاصل ازنشانه

هاای تنفسای طیاور مشاابه اسات.      برخی دیگر از عفونت

ایان ارگانیسام نیاز    حاصال از درگیاری باا    علائم باالینی  

رو تشااخیص مخصااوص ایاان بیماااری نبااوده و از ایاان   

بایاد بار اسااس جداساازی و شناساایی       ORTعفونت با 

از  ORT(. جداسااازی باااکتری  17، 1عاماال آن باشااد ) 

هااای مختلااپ پرناادگان اهلاای و وحشاای موضااوع گونااه

مقاادیر   مطالعات متعادد در بسایاری از کشاورها باوده و    

مطالعات بسته به منطقاه و نیاز گوناه    شده در این گزارش

بررسی متریر بوده و با نتایج پاژوهش جااری   پرنده تحت

 متفاوت هستند.

هاای مارغ   های حاصل از گلهنمونهدر بررسی حاضر، از 

دست آماد در  به ORT (درصد 1/0) جدایه 10گوشتی، 

هاای  هاای اخذشاده از گلاه   نموناه  هیچکادام از که حالی

های این یافته نبودند. باکتریمرغ تخمگذار آلوده به این 

های مارغ  گلهدهد اگرچه ارگانیسم در می پژوهش نشان

گوشتی نسبت به مرغان تخمگذار شیوع باالایی دارد، باا   

ویژه از ماکیان گوشتی و بهمیزان جداسازی آن این همه 

 شارقی پاایین اسات.    تخمگذار صنعتی استان آذربایجاان 

درصاد از   0/6( 1616و همکااران ) زاده ایران، حسن در

های ناای و بافات   های نایی و یك درصد از نمونهسواب

ریااه مرغااان گوشااتی مناااطق مرکاازی، غرباای و شاامالی  

 63/1( نیااز 1611و همکاااران )و اساادپور  (13کشااور )

هاای گوشاتی   هاای ساواب ناایی جوجاه    درصد از نمونه

 اعالام نمودناد   ORTارگانیسام  را آلوده به استان گیلان 

هاای پاژوهش   در مقایسه با نتایج این محققین، یافتاه  .(3)

در  ORTحاضاار حاااکی از شاایوع نساابتا بااالای باااکتری 

های مرغان گوشتی استان آذربایجاان شارقی اسات.    گله

( 1611دوسااتی و همکاااران )  اساات کااه ایاان در حااالی 

ماون  هاای بوقل های نای و ریه گلهدرصد از نمونه 13/11

( 1610(، میااحی و همکااران )  1گوشتی استان اصفهان )

هاای مارغ   هاای ساواب ناایی گلاه    درصد از نمونه 17/8

میرزایاای و همکاااران (، 17گوشااتی اسااتان خوزسااتان ) 

درصاد   8/0درصد و  1/1درصد،  0/1( به ترتیب 1611)

های ساواب ناایی بوقلماون، بلادرچین و کباوتر      از نمونه

نیز ( 1660)مهر عالی( و 18)اهلی نواحی مختلپ کشور 

هاای طیاور گوشاتی    گلاه های سرمی از نمونهدرصد  81

 مثبات  ORTاستان آذربایجان غربای را از نظار بااکتری    

 (.1گزارش کردند )

ساای و  تای  در مطالعات انجام یافته در سایر کشورها نیاز 

های نایی مرغاان  درصد از سواب  3/8( 1660هووان  )

و چااایی چانساایری پااورن (،18)گوشااتی کشااور تااایوان 

 هاااای سااارمی درصاااد از نموناااه 03( 1667همکااااران )

کانااال و  (،0هااای طیااور گوشااتی کشااور تایلنااد )  گلااه

هااای ساارمی درصااد از نمونااه 83/03( 1663همکاااران )

روسااان و  (،1هااای ماارغ گوشااتی کشااور برزیاال ) گلااه
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های های نایی گلهدرصد از سواب 11( 1611همکاران )

ساااکای و همکاااران ( و 16)کشااور اردن ماارغ گوشااتی 

 7/11درصااد و  1/13درصااد،  1/13( بااه ترتیااب 1666)

های مارغ گوشاتی، ماادر    های سرمی گلهدرصد از نمونه

 ORTگذار کشور ژاپن را آلوده باه  گوشتی و مادر تخم

فقااط در مراحاال  ORTباااکتری  (.11گاازارش کردنااد )

در  اولیااه عفوناات قاباال جداسااازی بااوده و شناسااایی آن

رساد  نظار مای  مراحل پیشرفته بیمااری کااری دشاوار باه    

هااای آلااوده، ایاان جاارم توسااط سااایر    (. در نمونااه11)

هاااای الرشاااد از قبیااال گوناااه هاااای ساااریعارگانیسااام

 اشریشاایا کاالایو  پروتئااوسهااای ، گونااهسااودوموناس

های معمول باه دشاواری قابال    پوشیده شده و در بررسی

 (.10(باشد جداسازی و شناسایی می

هاای بااکتری   ای که بارای شناساایی ساویه   در هر مطالعه

ORT  مقاومات دارویای   شاود،  در یك منطقه انجام مای

چندگانه از مسائل مهم دامپزشکی است کاه بایاد ماورد    

 ORTبااکتری  های گیرد. دامنه مقاومت سویهتوجه قرار

به عوامل مختلپ ضادمیکروبی بسایار متریار باوده و باه      

مااورد مصاارف در منطقااه   هااای بیوتیااكطیااپ آنتاای 

 الگاوی (. 36باشد )جداسازی و سویه باکتری وابسته می

مطالعه حاضر حااکی   ORTهای دارویی جدایه مقاومت

سااایلین، هاااا نسااابت باااه پنااایاز حساسااایت باااالای آن

ها نسبت به سایکلین و مقاومت آنتتراسایکلین و داکسی

. وان امپاال و حااافظ  اریترومایسااین و نئومایسااین  بااود  

هاای  درصد سویه 166تا  16که گزارش کردند ( 1111)

آلمااانی ارگانیساام نساابت بااه نئومایسااین، جنتامایسااین و  

هااا نساابت بااه انروفلوکسااازین مقاااوم بااوده و تمااامی آن

ساایلین و کلرامفنیکاال حساااس  تتراسااایکلین، آموکساای

( نیز با بررسای  1118فیتزجرالد و همکاران ) (.36بودند )

 ORTجدایاه   11های مختلپ بر روی بیوتیكتا یر آنتی

 سااازی بااراث، حااداقل غلظاات    بااه روش ریااز رقاات  

جدایه  11( فسفومایسین بر روی MIC) کنندگیممانعت

(. 11گازارش کردناد )   ≥mL/µg 118آزمایش را تحت

 ( حساسااایت 1663و همکااااران )ساااوریانو همچناااین 

 ایااان بااااکتری نسااابت باااه   هاااای مکزیکااای  جدایاااه

سیلین و انروفلوکساازین را  آموکسیتتراسایکلین، اکسی

( 1667)ساای و هووانا    تای . (13)متریر عنوان نمودند 

هااای داری در مقاوماات سااویهنیااز شاااهد تفاااوت معناای

باااه تتراساااایکلین،  ORTکباااوتری و مرغااای بااااکتری 

 (.18جنتامایسین، اریترومایسین و کلیندامایساین بودناد )  

درصااد  16( نیاز کمتار از   1661و همکاااران )ساه  دوریاه 

های گوشاتی کشاور بلژیاك    های حاصل از جوجهسویه

را حساس به تایلوزین و فلومیکوئین معرفی کرده و همه 

سایلین، سافتیوفور و لینکومایساین    ها را مقاوم به آمپیآن

رسااد بسااته بااه منطقااه (. بااه نظاار ماای8گاازارش کردنااد )

هاا الگاوی   ، ایان ارگانیسام  ORTهاای  جداسازی ساویه 

تریری را نسبت به عوامل ضادمیکروبی  حساسیت بسیار م

 (.18گذارند )از خود به نمایش می

هاای  ( تماام ساویه  1610در ایران، میااحی و همکااران )  

هااای ماارغ گوشااتی اسااتان خوزسااتان را حاصاال از گلااه

 81حساس باه تتراساایکلین، فلورفنیکال و سفالکساین و     

هااا را مقاااوم بااه فسفومایسااین، سااولتریم و    درصااد آن

(. از سااوی دیگاار،  17جنتامایسااین شناسااایی کردنااد )  

هااای ایاان  ( همااه جدایااه 1611و همکاااران )اساادپور 

ارگانیسم را نسابت باه تتراساایکلین، سیپروفلوکساازین،     

فلومیکااوئین، انروفلوکسااازین و فورازولیاادون مقاااوم و  

عرفی کردناد  نسبت به سفتریاکسون و تیامولین حساس م

( دریافتناد کاه   1611همچنین میرزایی و همکاران ) .(3)

فعالیاات ضاادمیکروبی   دانوفلوکسااازین و کلرامفنیکاال 

نشاان   ORTهاای بااکتری   خوبی را نسبت به همه جدایه

هاای  (. مقایسه الگوی مقاومت دارویی جدایاه 18)دادند 

پااژوهش حاضاار بااا نتااایج مطالعااات پیشااین حاااکی از    
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بت باه برخای از عوامال ضادمیکروبی     ها نسمقاومت آن

رویاه از  تواناد باه دلیال اساتفاده بای     باشد که میمهم می

هاای  عوامل ضدمیکروبی مختلپ بارای درماان عفونات   

 های صنعتی پرورش طیور باشد.در گله  انویه

هاای ساریع، حسااس و    های مولکاولی از تکنیاك  روش

هاای  اختصاصی تعیاین تیاپ هساتند کاه در کناار روش     

نگاااری و مقایسااه سااروتایپین ، باارای تکمیاال انگشاات

هاای مختلاپ از   ای بااکتری ای و گونههای سویهتفاوت

(. بااا اسااتفاده از ایاان 11رونااد )کااار ماایبااه ORTجملااه 

توان تفاوت مناابع آلاودگی را نیاز تشاخیص     ها میروش

های هر منطقه به یاك الگاوی ژنتیکای    داد چرا که سویه

هاا قادرناد باین    (. ایان تکنیاك  11خاصی وابسته هستند )

الگوهای متفاوت ژنتیکی  ORTهای یك سروتیپ سویه

را ایجاد نمایند که شباهت این الگوها وابساتگی زیاادی   

هاای موردمطالعاه دارد کاه    به موقعیت جررافیایی جدایه

 ERIC-PCRتواند سودمندی روش مولکولیاین امر می

 بااایش از ORTگیاااری شناسااای را در مطالعاااات هماااه 

توان به را می ERIC(. تکنیك 11گذشته آشکار نماید )

عنوان جایگزینی بارای  عنوان روشی کارآمد و مو ر و به

 ORTهااای شناسااایی، ردیااابی و بررساای تفاااوت سااویه

بارای تعیاین    استفاده نمود. در مطالعه جاری از این روش

های ماکیاان  حاصل از گله ORTجدایه  10تیپ ژنتیکی 

بایجااان شاارقی اسااتفاده شااده و ایاان  صاانعتی اسااتان آذر

بناادی دسااته E2و  E1هااا در دو الگااوی ژنتیکاای جدایااه

قرار داشاته و باه    E1ها در الگوی شدند که اغلب جدایه

یك پروفایل ژنتیکی وابسته بودند. آمونسین و همکاران 

هاای مختلاپ   حاصال از گوناه   ORTهای ( سویه1117)

 ERICپرناادگان در کشااورهای گوناااگون را بااا روش   

 Gتااا  Aهااا را در هفاات ژنوتیااپ  بررساای کاارده و آن 

باایش از  Aبناادی نمودنااد کااه فراواناای ژنوتیااپ  تقساایم

ساویه   11( نیاز  1661(. کوگاا و زاوالتاا )  1سایرین باود ) 

ORT هااای تااوالی تکثیاار  را در کشااور پاارو و بااا روش

 PCR (Repetitiveطریاااق  از ژناااومی تکرارشاااونده

Extragenic Palindromic Based PCR, rep-PCR )

هاا مشاابه   بررسی کرده و گزارش نمودند که همه ساویه 

جااای دارنااد. ایاان   Aهاام بااوده و در الگااوی ژنااوتیپی  

ترین ژنوتیپ بر اسااس روش  را شایع Aمحققین ژنوتیپ 

ERIC     هاای مختلاپ   معرفی کردناد کاه در میاان گوناه

 (.11پرندگان در اقصی نقاط دنیا جریان دارد )

ای های مزرعه( جدایه1667همکاران )همچنین تاچیل و 

)بااا  RAPDو  ERICهااای را بااا روش ORTو مرجااع 

هاا  نگاری کارده و آن ( انگشتM13استفاده از آغازگر 

پروفایاال ژنتیکاای مختلااپ  16را بااه ترتیااب در شااش و 

را در  M13بندی نمودناد. ایان محققاین تکنیاك     تقسیم

 ERICتار از روش  موفاق  ORTهای تمایز ژنتیکی سویه

(. در مطالعااه دیگااری، ارگااانیش و  11معرفاای کردنااد )

حاصال از ماکیاان و    ORTهای ( جدایه1613همکاران )

 هاای الکتروفاورز  بوقلمون را در کشور ترکیه و باا روش 

 Sodium Dodecyl Sulfateآمیااد )آکریاالپلاای ژل

Polyacrylamide Gel Electrophoresis, SDS-

PAGE و )RAPD   بااا اسااتفاده از آغااا( زگرOPG11 )

پروفایاال  11هااا را بااه ترتیااب در   بررساای کاارده و آن 

بنادی نمودناد   پروتئینی و هشت پروفایال ژنتیکای دساته   

 37( 1617(. در پژوهشی همسو، زاباو و همکااران )  11)

های مختلپ پرندگان را در حاصل از گونه ORT جدایه

)باا   RAPDو  ERICهاای  کشور مجارساتان و باا روش  

( M13و  OPG11 ،OPH19اساااتفاده از آغازگرهاااای  

 و  ERICهاای  آزمایش کارده و دریافتناد کاه تکنیاك    

RAPD با استفاده از آغازگر(M13به ترتیب جدایه )  هاا

بنادی نمودناد، در   الگوی متفاوت تقسایم  16و  13را در 

بارای تماایز    OPH19و OPG11 که آغازگرهاای  حالی

بی نبودناد. ایان محققاین    هاای مناسا  هاا روش این جدایاه 
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در بررساای تنااوع  ERICگاازارش کردنااد کااه تکنیااك 

هااا روش بناادی آنو تقساایم ORTهااای ژنتیکاای جدایااه

 (.     10رود )شمار میقدرتمندی به

های باکتری در ایران تاکنون در خصوص تایپین  سویه

ORT های مختلاپ مولکاولی از جملاه    با روشERIC-

PCR ست. مطالعاه حاضار، اولاین    پژوهشی انجام نیافته ا

آماده  بدسات  ORTهاای  گزارشی است که در آن سویه

نگاری انگشت در مناطق شمال غرب کشور با این روش

ها مشخص گردید. در مطالعه شده و پروفایل ژنتیکی آن

 ORTجدایااه  166( 1661مشااابهی، بنااانی و همکاااران )

حاصل از ماکیان صنعتی مناطق مختلپ ایران را با روش 

 Agar Gel) رساااوب در ژل آگاااارز سااارولوژیك

Precipitation Test, AGPT و تکنیااااك )SDS-

PAGE ها نگاری کرده و دریافتند که تمام سویهانگشت

هااا در یااك بااوده و همگاای آن Aمربااوط بااه سااروتیپ 

حااکی از  نیاز  (. نتاایج ماا   0پروفایل پروتئینی قراردارند )

حاصال از ماکیاان    ORTهای اغلب جدایه تشابه ژنتیکی

صنعتی منطقه شمال غرب کشور بود که از یکسو بیاانگر  

هاست و از سوی دیگر مشابهت بسایار  ژنوتیپ واحد آن

مااورد اشاااره در تحقیقااات  Aهااا بااا ژنوتیااپ بااالای آن

( و کوگاا  1117یافته توسط آمونسین و همکااران ) انجام

 (. 11و  1دهد )( را نشان می1661تا )و زاوال

دهاد اگرچاه بااکتری    های پژوهش حاضر نشان مای یافته

ORT مطالعاه نسابت باه    های مرغ گوشتی تحات در گله

هماه میازان   مرغان تخمگاذار شایوع باالایی دارد، باااین    

ویااژه تخمگااذار جداسااازی آن از ماکیااان گوشااتی و بااه

. همچناین  شارقی پاایین اسات    صنعتی اساتان آذربایجاان  

هاای  نتایج این بررسی حاکی از حساسیت باالای جدایاه  

 ساایلین، تتراسااایکلین و  آمااده نساابت بااه پناای   بدساات

ها نسبت به اریترومایساین  سایکلین و مقاومت آنداکسی

 نگاااریو نئومایسااین اساات. در مطالعااه حاضاار، انگشاات

هاا را در دو الگاوی   ، آنERIC-PCRها باا روش  هیجدا

ها به یاك  همه اغلب جدایهنمود، با این مولکولی متمایز

رساد اساتفاده   پروفایل ژنتیکی وابسته بودند. به نظار مای  

های همزمان از روش مرسوم کشت باکتریایی و تکنیك

نگاااری مولکااولی، اطلاعاات جااامع و متقناای را  انگشات 

هاای  بنادی ارگانیسام  درباره جداسازی، شناسایی و تیپ

در یك منطقه بدسات   مطالعهجداشده از پرندگان تحت

 دهد.می

 تشکر و قدردانی

دریا  کارکناان   دانند از همکاری بینویسندگان لازم می

بخش تحقیقاات دامپزشاکی معاونات پژوهشای موسساه      

غارب کشاور   سازی رازی شمالتحقیقات واکسن و سرم

 تقدیر و تشکر نمایند.
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