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 کننده اسپرم گاو های میکروبی مایع رقیقاستفاده از پرتوتابی گاما به منظور حذف آلودگی
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 ایای، پژوهشکده کشاورزی هسته. پژوهشگاه علوم و فنون هسته1
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 چکیده:

های های اسپرم در برابر شوکسازی و محافظت سلولبه منظور رقیق کننده اسپرم محیطی است شیمیایی کهرقیق

های حیوانی های حاوی لیپوپروتئینکنندهشود. در حال حاضر رقیقاستفاده می مختلف در طول فرآوری و انجماد اسپرم

گیرند. صورت تجاری تولید و مورداستفاده قرار میمرغ به دلیل سهولت تهیه و صرفه اقتصادی بهو عمدتاً حاوی زرده تخم

ها و همچنین وجود بیوتیکی در بسیاری از باکتریکننده به دلیل مقاومت آنتیها در رقیقبیوتیکرغم استفاده از آنتیعلی

طولانی قابلیت نگهداری ندارند. این پژوهش به منظور کننده تولیدی به مدت های قارچی و مخمر، رقیقانواع آلودگی

درصد  20حاوی  کنندهکننده اسپرم انجام شد. بدین منظور رقیقارزیابی اثرات پرتوتابی گاما بر جمعیت میکروبی رقیق

کننده قیقکیلوگری از پرتو گاما پرتوتابی شد. بررسی میکروبی ر 6و  4، 2بیوتیک با دزهای مرغ و فاقد آنتیزرده تخم

 Psedomonas spp ،Micrococcusهای قارچی و مخمر دارای آلودگی باکتریایی )اسپرم نشان داد که علاوه بر آلودگی

spp ،Corynebactrium spp  وStaphylococcus spp2-6باشد. نتایج نشان داد پرتوتابی گاما در دزهای ( نیز می 

 روبی را داشت.های میککیلوگری توانایی از بین بردن آلودگی

 مرغ، گاو.کننده اسپرم، پرتوتابی، زرده تخمرقیق ها:کلید واژه
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Abstract: 
Semen extender is a chemical medium that is used to dilute and protect sperm cells from various 

shocks during sperm processing and freezing. Currently, diluents containing animal lipoproteins 

and mainly containing egg yolks are commercially produced and used due to the ease of 

preparation and economic efficiency. Despite the use of antibiotics in the extender, due to 

antibiotic resistance in many bacteria and also the presence of various types of fungal and yeast 

contamination, the manufactured diluent cannot be stored for a long time. This research was 

conducted in order to evaluate the effects of gamma radiation on the microbial population of 

semen extender. Microbial examination of sperm diluent showed that in addition to fungal and 

yeast contamination, it also contains bacterial contamination (Psedomonas spp, Micrococcus spp, 

Corynebactrium spp and Staphylococcus spp). The results showed that gamma radiation in doses 

of 2-6 kg had the ability to eliminate microbial contamination of bovine semen extender. 
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 مقدمه. 1

 سلول اسپرم ،یخ گشایی و انجماد فرآیند طی در لیکن آیدمی اسپرم به شمار نگهداری برای مناسب روشی اسپرم انجماد

 بیوشیمیایی و فراساختاری، عملکردی نظر از گشایییخ و انجماد شامل سردسازی، اصلی مراحل و بوده مواجه با خطراتی

های های اسپرم از لیپوپروتئینکنندهرقیق[. به منظور جلوگیری از این اثرات نامطلوب در 1دارد] آن روی اثرات مضری

 مواد این کنند.استفاده می نارگیل شیره و سویا شیره گیاهی مثل منابع و شیر ،مرغتخم زرده ونهمچ منابعی در موجود

 در حضور با بافر اسموتیک یک عنوانبه  کند. زردهمی محافظت سرما شوک برابر در را اسپرم سلولی، بر غشاء تأثیربا 

 زرده با وجود این [.2دهد] افزایش و هایپوتونیک هایپرتونیک محیط نوع دو هر به را اسپرم تحمل است قادر کنندهرقیق

آن به اسپرم  انتقال باعث هایکنندهرقیق طریق از تواندکه می های میکروبی استآلودگی حاوی طبیعی طوربه مرغتخم

سموم  تولید با هاآن در موجود هایمیکروارگانیسم بلکه بوده بیماری یک انتقال به قادر نه تنها هاآلودگی این شود.

دهد شوند. آلودگی میکروبی نه تنها کیفیت خود اسپرم را کاهش می هاآن مرگ باعث و گذاشته تأثیر اسپرم بر تواندمی

ها ها برای استفاده از مواد مغذی و اکسیژن با اسپرم[. باکتری3باشد ] تأثیرگذارتواند بر وضعیت باروری اسپرم نیز بلکه می

ها باروری اسپرم را مستقیماً با کاهش توانایی واکنش آکروزوم و کاهش تحرک اسپرم و کنند. میکروارگانیسمرقابت می

های میکروبی متنوعی همانند ی[. آلودگ4دهند ]قرار می تأثیرهای اکسیژنی تحت از طریق تولید گروه غیرمستقیم طوربه

توانند از طریق می مایکوپلاسماو  کامپیلوباکتر، لیستریا، سالمونلا، سودوموناس، استافیوکوکس، استرپتوکوکوس، ای کولای

کیلوگری توانست باکتری را در محتویات  5/1حالی که دز بالاتر  [.5اسپرم را آلوده کنند ] کنندهرقیق، مایع مرغتخمزرده 

 تأثیراتای بر روی رنگ زرده و منفی تأثیرمایع حذف نماید. در این مطالعه هیچ  مرغتخمدارای پوسته و  هایمرغتخم

 [.6نداشت ] مورداستفادهسفیده در دزهای  هایپروتئیندمایی 

منجمد،  مرغتخممایع،  مرغتخم سالمونلا انتریتیدیسکیلوگری بر آلودگی  5/3یا  3، 2، 0اثرات پرتوتابی گاما در دزهای 

لگاریتم این  5کیلوگری( باعث کاهش  5/3کامل مطالعه شده است. بالاترین دز پرتوتابی ) مرغتخمپودر سفیده و پودر 

 [.7مایع و جامد مشاهده شد ] مرغتخمباکتری شد. در تمام دزها کاهش رنگ زرده در 

 کنندهرقیقبرای تهیه محیط  موردنیازکلات عدیده در تهیه مواد اخیر با توجه به کاهش ارزش ریال و ایجاد مش هایسالدر 

و تلاش در  مرغتخمهای مبتنی بر زرده کنندهرقیقهای داخلی اقدام به تهیه فرمولاسیون و نگهدارنده اسپرم، شرکت

بخش این محصولات نموده است. با وجود این از آنجا که  تولیدکنندههای خارجی جهت قطع وابستگی به شرکت

تازه به دلیل وجود آلودگی  مرغتخماست، و استفاده از زرده  مرغتخماسپرم دارای زرده  کنندهرقیقاز محیط  توجهیقابل

شود. همچنین استفاده ها به مدت طولانی میمیکروبی باعث ایجاد مشکلاتی همانند کاهش زمان ماندگاری این محیط

ها و مخمرها؛ و همچنین مقاومت ها همانند قارچور برخی از میکروارگانیسمحض واسطهبهها نیز بیوتیکاز انواع آنتی

باشد. لذا هدف از اجرای این پژوهش یافتن دزهای مناسب ها همیشه کارگشا نمیی ایجاد شده در باکتریبیوتیکآنتی

 لیدی بود. تو مرغتخماسپرم حاوی زرده  کنندهرقیقهای میکروبی پرتوتابی گاما به منظور حذف آلودگی

 

 هاروشمواد و . 2

 اسپرم کنندهرقیق تهیه 1.2

گرم  42/2حاوی  محلول این لیترمیلی 100شد. هر استفاده  مرغتخمزرده -تریس پایه بر کنندهرقیق از تحقیق این در

 درصد 1/0و  مرغتخم درصد زرده 20، گلیسرول لیترمیلی 4/6فروکتوز،  گرم 1گرم اسیدسیتریک،  48/1تریس، 

SDS[به منظور بررسی 1استفاده شد .]ها اضافه کنندهرقیقبه  بیوتیکآنتی کنندهرقیقپرتوتابی بر فلور میکروبی  تأثیر

 نشد. 

 پرتوتابی گاما 2.2

 اسپرم استفاده شد. پرتوتابی زرده کنندهرقیقکیلوگری از پرتوی گاما برای پرتوتابی  6و  4، 2در این مطالعه از دزهای 

)پژوهشکده کاربرد پرتوها( انجام شد. به منظور انجام  60-با استفاده از دستگاه گاما سل مجهز به چشمه کبالت مرغتخم

 60لیتری و میلی 25 ایشیشههای دامی جامد تهیه و در ظروف تازه در شرکت نهاده صورتبه کنندهرقیقپرتوتابی مایع 
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ها با استفاده ها باقی نماند. سپس درب شیشهمکان فضای خالی در بالای شیشهلیتری ریخته شد به نحوی که تا حد امیلی

ها لیبل های آلومینیومی پرس شد. سپس دزهای مورد نظر بر روی شیشههای لاستیکی و درپوشاز انبر مخصوص و درب

های ال شرایط یکسان نمونهو جهت انجام عملیات پرتوتابی با استفاده از یخ به محل مورد نظر ارسال شد. به منظور اعم

 شاهد نیز همراه با تیمارها بر روی یخ قرار گفته و در شرایط یکسان قرار داشتند. 

 

 اسپرم کنندهرقیقو  مرغتخمهای میکروبی زرده شناسایی و تعیین آلودگی 3.2

 قبل و های گرم منفی و مثبتباکتریها، شامل مخمرها، قارچاسپرم  کنندهرقیقو  مرغتخمهای میکروبی زرده آلودگی

ها استفاده شد. سازی نمونهبه منظور شمارش تعداد کلنی از روش رقت[. 8]تعیین شدبعد از پرتوتابی در دزهای مختلف 

پور پلیت در  صورتبهرقت سازی شدند و در دو تکرار  -3و  -2، -1ها در محیط پپتون واتر در با بدین منظور نمونه

 3گراد به مدت درجه سانتی 37های کشت داده شده در دمای کشت شدند. سپس پلیت Plate count agarمحیط 

قرار گرفت. کلیه مراحل کار در شرایط  موردبررسیروز قرار گرفت و پس از این مدت میزان رشد احتمالی باکتریایی 

 آمیزیرنگهای ایزوله شده از روش ی باکتریاستریل در زیر هود لامینار و در کنار شعله انجام شد. برای شناسایی افتراق

باکتری گرم ثبت و گرم منفی در محیط کشت شناسایی شد و در  کههنگامیاستفاده شد. روش گرم گرم با استفاده از 

کشت خطی بر روی  صورتبهبا استفاده از سوآپ استریل  هاکلنیصورت شاهده بیش از یک نوع کلنی از روش واکشت 

ها برای شنایی باکتری  [.8]استفاده شد هاآنسازی برای جدایه Nutrient Agarو  Blood Agarنند هایی همامحیط

های آز با استفاده از دیسکایندول، ووگس پرسکوآر و اورزه های اکسیداز، گلوکز، لاکتوز، سیترات، سولفید هیدروژن،تست

درصد بر  3فعالیت کاتالازی با استفاده از آب اکسیژنه  های تازه انجام شد )پادتن طب(. تعیینتشخیصی بر روی کلنی

 بیوتیکآنتیهای گرم مثبت از تست کاتالاز، حساسیت به ای استفاده شد. برای تفریق بین کوکسیروی لام شیشه

استفاده شد. برای  MSAنووبیوسین )پادتن طب(، تست کوآگولاز بر روی پلاسمای خرگوش )جهان( و محیط کشت 

گراد درجه سانتی 25گذاری در دمای و گرمخانه SIMهای ایزوله شده از محیط کشت لیت حرکت باکتریتعیین قاب

 هاسودوموناسهای ایزوله شده و همچنین افتراق بین استفاده شد. برای تعیین فعالیت هیدرولیز ژلاتین در میکروارگانیسم

درجه  25گذاری در دمای له و ژلاتین و گرمخانهاز محیط کشت حاوی پپتون، عصاره گوشت گوسا آلکالیژنازهااز 

  [.9]گراد استفاده شدسانتی

 . نتایج و بحث3

 های باکتریاییشناسایی جدایه 1.3

الی  EG1و سه ایزوله )( EX5الی  EX1شاهد ) کنندهرقیقاز )علاوه بر قارچ و مخمر( در مجموع پنج ایزوله باکتریایی 

EG3های و از لحاظ مورفولوژیک و میکروسکوپی بررسی شدند. نتایج بررسی آمیزیرنگسازی مرغ جدایه( از زرده تخم

های باسیل گرم منفی با باکتری EX2و  EX1های نشان داده شده است. ایزوله 1ها در جدول شیمیایی بر روی ایزوله

 Psedomonasیز ژلاتین و سایر خصوصیات بیوشیمیایی توجه به مثبت بودن تست اکسیداز، عدم تحرک، عدم هیدرول

spp ( از غیربهشناسایی شدندPseudomonas aeruginsa و Pseudomonas fluorescensایزوله .) 3EX  باکتری

باسیل گرم مثبت بود  EX4جدایه . شناسایی شدند Micrococcus sppآرایه چهارتایی  واسطهبهکوکسی گرم مثبت و 

و با توجه خصوصیات مورفولوژیکی، عدم تحرک، رشد در محیط هوازی، تست مثبت کاتالاز و سایر خصوصیات بیوشیمایی 

Corynebactrium spp.  تشخیص داده شد. ایزولهEX5 ای بودند و با توجه به های گرم مثبت با آرایش خوشهکوکسی

دم واکنش با پلاسمای خرگوش و تست ژلاتین منفی در دسته نووبیوسین، ع بیوتیکآنتیحساسیت به 

Staphylococcus spp  .غیر اورئوسی تشخیص داده شدند 

باسیل -با توجه به تظاهر اشکال متغیر و کروی EG2و  EG1 مرغتخمسازی شده از زرده های جدایهاز میان باکتری

Corynebactrium spp.  تشخیص داده شدند. جدایهEG3 ای بودند و با های گرم مثبت با آرایش خوشهنیز کوکسی
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نووبیوسین، عدم واکنش با پلاسمای خرگوش و تست ژلاتین منفی در دسته  بیوتیکآنتیتوجه به حساسیت به 

Staphylococcus spp  .غیر اورئوسی تشخیص داده شدند 

 

 زرده کنندهرقیقهای بر حذف میکروارگانیسم پرتوتابیاثر  1.4

های شاهد و های مختلف نمونهای در کشت حاصل از رقتاسپرم هیچ کلنی کنندهرقیقبه دلیل آلودگی اندک مایع 

پرتوتابی وجود نداشت. به همین ها در گروه شاهد و پرتوتابی شده مشاهده نشد. در نتیجه امکان شمارش تعداد کلنی

شاهد و پرتوتابی شده از محیط کشت  کنندهرقیقهای میکروبی موجود در مایع دلیل به منظور شناسایی انواع آلودگی

اسپرم در  کنندهرقیقپرتوتابی گاما بر مایع  تأثیر( به عنوان محیط غنی کننده استفاده شد. TSBتریپتیک سوی براث )

نشان داده شده است. تلقیح نمونه شاهد )پرتوتابی نشده( در محیط غنی کننده منجر به ایجاد کدورت در  2جدول 

قارچ و ، ها شامل مخمرهای کشت، رشد انواع میکروارگانیسمدر انواع محیط هاآناسپرم شد و متعاقباً کشت  کنندهرقیق

کیلوگری منجر به حذف کلیه  6و  4، 2که استفاده از دزهای گیری نمود توان نتیجهها را نشان داد. میانواع باکتری

 شد. کنندهرقیقهای میکروبی در مایع آلودگی
 های مختلف پرتوتابی گاما بر حذف میکروارگانیسم تأثیر 2جدول 

 باکتریایی مخمر قارچ 

 + + + شاهد کنندهرقیق
 - - - کیلوگری( 6و  4، 2پرتوتابی شده ) کنندهرقیق

 

 بحث. 4

 اسپرم کنندهرقیقو  مرغتخمهای میکروبی زرده آلودگی 1.4

 ترینبیشبود که یافته سایر محققین مبنی بر  اورئوسیجدا شده کوآگالاز منفی و غیر استافیلوکوکوس ر ضدر مطالعه حا

ای درصد بالایی مطالعهدر [. 11و10کند]می تائیدرا  مرغتخمهای کوآگالاز منفی در فراوانی یافت شده از استافیلوکوکوس

درمیدیس، استافیلوکوک ساپروتیفیکوس و استافیلوکوک اورئوس، استافیلوکوک اپیهای گرم مثبت از آلودگی باکتری
 .[12های بررسی شده در بازار گزارش شد]مرغتخم، بر روی پوسته پیوژنز باکتریومکورینه

های بودند که نتایج تست باکتریومکورینهگونه  مرغتخمدر مطالعه حاضر دو باکتری باسیل گرم مثبت جدا شده از زرده 

ای که مثبت و در دیگری منفی بود. جدایه هاآنتوانایی تخمیر لاکتوز که در یکی از  جزبهای داشتند، بیوشیمایی مشابه

نیز گزارش شده است.  مرغتخمکه حضور آن در محتویات  تروپرلا پیوژنزباکتری  تواندتوانایی تخمیر لاکتوز را داشت می

تروپرلا پیوژنز نامیده بندی جدید )در طبقه باکتریوم پیوژنزکورینهبا  مرغتخمای آلودگی محتویات داخلی در مطالعه
تروپرلا گذار وجود باکتری [. در مرغان تخم12های بررسی شده گزارش شده است]مرغتخمدرصد از  24( در شودمی

 اسپرم کنندهرقیقو مایع  مرغتخمهای ایزوله شده های باکتریهای بیوشمیایی و تکمیلی بر کلنی، تستآمیزیرنگنتایج  1جدول 

 آزاوره S2H کاتالاز اکسیداز ژلاتیناز حرکت
-ووگس

 پروسکوئر
 گلوکز لاکتوز ایندول سیترات

 آمیزیرنگ

 گرم

 

- - + + - + - + - - - - EX1 

- - + + - - - + - - - - EX2 

- - - + - - - - - + + + EX3 

- - - + - - - + - + + + EX4 

- - - + - + - - - - + + EX5 

- - - + - - - + - + + + Eg1 

- - - + - - - + - - + + Eg2 

- - - + - + - - - - + + Eg3 

 اند. نشان داده شده EGو  EXبه ترتیب با  مرغتخمو زرده  کنندهرقیقسازی شده از مایع های جدایهباکتری* 
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ای بر روی ترکیب [. در مطالعه13های بالشتک کف پا در دانمارک نیز گزارش شده است]درصد از زخم 2در پیوژنز 

حضور این باکتری  16S rRNAهای گوشتی با استفاده از شناساییگذار و جوجههای مدفوع مرغان تخمباکتریایی نمونه

[. لذا در مطالعه حاظر امکان حضور این باکتری در مدفوع و انتقال آن به زرده 14نشان داد] هارا در میان سایر باکتری

 55/2در بازار  شدهعرضههای مرغتخمپوسته باکتریوم کورینهای آلودگی افقی محتمل است. در مطالعه صورتبه مرغتخم

 [.15های باکتریایی گزارش شده است]درصد از کل آلودگی

های ، آلودگیمرغتخم( در زرده تروپرلا) کورینه باکترویمو  استافیلوکوکوسهای در مطالعه حاضر علاوه بر آلودگی گونه

شناسایی شد. همچنین هیچ آلودگی قارچ، مخمر،  کنندهرقیقنیز در  میکروکوکوسو  سودوموناسقارچ، مخمر، 

تواند بررسی تعداد اندک ایی نشد که یکی از دلایل آن میشناس مرغتخمدر محتویات زرده  میکروکوکوسو  سودوموناس

آمده  به دستها نتیجه های زرده باشد که با توجه به فراوانی اندک این باکتریعدد( به منظور تعیین آلودگی 4) مرغتخم

استفاده  مرغتخمعدد  25الی  20لیتر( از حدود  6مورد مطالعه ) کنندهرقیقمورد انتظار بود. در حالی که برای تهیه مایع 

درصد گزارش شده  12/6و  32/4به ترتیب  سودوموناسبا باکتری  مرغتخمشده بود. در مطالعه آلودگی پوسته و زرده 

هـا علاوه های محیطی و گرد و غبار است و ایـن بـاکتریناشـی از آلودگی میکروکوکوسو  سـودوموناساست. آلودگی 

باشند، نـسبت به شرایط بد های موجود در محیط و غشاهای طبیعی میترین باکتریانو فراو ترینمهمبر اینکه جزو 

تری در مقایسه ها دارای رشد ساده و سریع(، همچنین این باکتریسودوموناس ویژهبهمحیطی نیز مقاومت بالایی دارند )

درصد  64/0و  73/5و مخمر به ترتیب ها دارند. همچنین در این مطالعه فراوانی آلودگی میکروکوکوس با سایر باکتری

 [.15بود]
یا  هایمرغتخمتواند سدهای فیزیکـی )استفاده از مورد مطالعه در مطالعه حاظر می مرغتخمدلیل آلودگی اندک زرده 

هـا ( متعـددی باشد کـه در جلوگیری از نفوذ بـاکتریمرغتخمپوسته سالم( و شـیمیایی )لیزوزیم موجود در سفیده 

[. از طرف دیگر برای نفوذ 16رساند]نقـش مهمـی دارد و احتمــال رســیدن آلــودگی بــه زرده را بــه حــداقل می

[ و دمای محیط نقش بسیار مهمی دارند که در مطالعه حاضر از 15عامل زمان] مرغتخمآلـودگی از پوسـته به محتویات 

گراد( نگهداری شده سانتی درجه 4سپری و در دمای یخچال ) هاآنری آوهای تازه که زمان اندکی از زمان جمعمرغتخم

 . بود، استفاده شد

 

 زرده کنندهرقیقهای بر حذف میکروارگانیسم پرتوتابیاثر  2.4

 کنندهرقیقهای میکروبی در مایع کیلوگری منجر به حذف کلیه آلودگی 6و  4، 2گاما دزهای  پرتوتابیدر مطالعه حاضر 

خانواده بزرگ  از هاپاتوژنبه معطوف  پرتوتابیبا  مرغتخمبیشتر مطالعات در خصوص حذف آلودگی میکروبی اسپرم شد. 

های خانواده باشد. در مطالعه حاضر هیچ شواهدی از آلودگی باکتریمیهای گرم منفی انتروباکتریاسه باکتری

های آلوده این آلودگی از طریق انتقال عمودی از مرغ غالباًدیده نشد. اسپرم  کنندهرقیقو  مرغتخمانتروباکتریاسه در زرده 

 سالمونلا انتریتیدیسکیلوگری بر آلودگی  5/3یا  3، 2، 0اثرات پرتوتابی گاما در دزهای افتد. اتفاق می مرغتخمبه 

کیلوگری(  5/3کامل مطالعه شده است. بالاترین دز پرتوتابی ) مرغتخممنجمد، پودر سفیده و پودر  مرغتخممایع،  مرغتخم

 [.7مایع و جامد مشاهده شد] مرغتخملگاریتم این باکتری شد. در تمام دزها کاهش رنگ زرده در  5باعث کاهش 

های تریواحد کلنی در گرم با باک 610-710های پخته شده و استریل شده با پرتو گاما با تعداد مرغتخمای در مطالعه

گراد درجه سانتی 30یا  20، 10کیلوگری پرتوتابی و سپس در دمای  3و  2، 1در دزهای  هامرغتخمتلقیح شدند.  زابیماری

کیلوگری توانست  3ساعت بررسی شدند. پرتوی  24و  8، 0میکروبی پس در زمان  هایآلودگینگهداری شدند و 

 [. 17را از بین ببرد] اشرشیا کولیو  سالمونلا تیفوموریوم، یوانوویلیستریا ا، استافیلوکوکوس اورئوسهای آلودگی

 

 گیری کلی. نتیجه5

، علاوه بر هامیکروکوکوسو  هاسودوموناس ویژهبههای مخمر، قارچی و باکتریایی نتایج این آزمایش نشان داد که آلودگی

شود. اگرچه در زمان اسپرم در فرآیند تولید وارد آن می کنندهرقیقدر زمان تهیه مایع  مرغتخمفلور میکروبی موجود در 
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شود، با وجود این استفاده می کنندهرقیقهای های مختلف و وسیع الطیف به منظور کنترل آلودگیبیوتیکتهیه آنتی

بودن پلاسمید دارای  دارا واسطهبهها تاثیری بر قارچ و مخمر ندارد. علاوه بر این بسیاری از باکتری بیوتیکآنتیاستفاده از 

های کیلوگری باعث حذف کلیه آلودگی 2نیز هستند. در این آزمایش پرتوتابی در دز  بیوتیکآنتیخصوصیت مقاومت به 
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