
 

Journal of Veterinary Research 

302 

 تحقیقات دامپزشکیمجله 
 203-212، 1401 ،4شماره  ،77دوره 

 

Homepage: jvr.ut.ac.ir 

 6190-2251شاپا الکترونیکی: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 شده در استان همدان یدتول یهاو کالباس یسدر سوس یرمجازغ یهاتقلب استفاده از بافت یبررس
 

  3حصارییکلانتر یعل، 2الموتیی، محمدرضا پژوه1یقادر یثحد

 یرانهمدان، ا ینا،س یدانشگاه بوعل یرادامپزشکی،دانشکده پ دانش آموخته 1
 یرانهمدان، ا ینا،س یدانشگاه بوعل یرادامپزشکی،دانشکده پ یی،مواد غذا یفیک گروه بهداشت و کنترل 3
 یرانهمدان، ا ینا،س یدانشگاه بوعل یرادامپزشکی،دانشکده پ یولوژی،گروه پاتوب 2

 

 1001آذر ماه  1 :تاریخ پذیرش، 1001شهریور ماه  20تاریخ دریافت:  
 

                                                                                                                 چکیده

 

دلیل بههای اخیر های غذایی بالاتر است. در سالباشد که قیمت آن نسبت به سایر گروهای بسیار مهم جامعه میگوشت یکی از نیازهای تغذیهامروزه  :زمینۀ مطالعه

دی دلایل مختلف از جمله ارزش اقتصاهای گوشتی بهیافته است. تقلبات در فرآورده گیریچشم های گوشتی افزایشها استفاده از فرآوردهتغییر سبک زندگی انسان

 باشد. های شناسایی سریع و دقیق این تقلبات بسیار مهم میرو به کارگیری روشگیرد، از اینگوشت انجام می

حدهای وا های تولید شده درسوسیس و کالباسکار رفته در های غیرمجاز بهشناسی و همچنین تعیین گونهروش بافت ا استفاده ازهای غیرمجاز بتعیین بافت: هدف

 . باشدهدف مطالعه حاضر می استان همدان تولیدی

آوری و جمع استان همدان و موجود در سطح بازار شهر همدان ز واحدهای تولیدی فعالعدد نمونه ا 00تعداد  ،1000تابستان  طول سه ماه برای این کار در: کارروش

ها نمونه 3102 به شماره شناسی براساس استاندارد ملیبه آزمایشگاه انتقال یافت. برای آزمون بافت PCRشناسی و تعیین گونه حیوانی با آزمون برای بررسی بافت

هت تعیین نوع ائوزین شدند. ج -آمیزی هماتوکسیلینگیری، برش و رنگ، بلوکسازی، آغشتگی به پارافین()آبگیری، شفاف بافتیترتیب وارد مراحل تثبیت، پاساژ به

 استفاده شد.  PCRآوری شده از روش های جمعگونه حیوانی استفاده شده در تولید نمونه

 PCRرا نشان داد. همچنین نتایج آزمون  ایاندام غدهو  غضروفی )غضروف مفصلی و تنفسی(، پوستهای استخوانی، بافت های غیرمجاز از جمله بافتوجود بافت :نتایج

 های با برچسب گوشت قرمز ارزیابی شده، گوشت مرغ یافت شد. درصد نمونه 100نشان داد در 

رچسب گوشت قرمز در محصولات تولیدی استان همدان مشهود با ب هایسوسیس و کالباسهای غیرمجاز و استفاده از گوشت مرغ در وجود بافت: نهایی گیرینتیجه

 است. 

  ای پلیمرازشناسی، تقلبات، گوشت قرمز، گوشت مرغ، واکنش زنجیرهبافت :کلیدی کلمات

 .است آزاد منبع ذکر با کامل استفاده یبرا نشر و عیتوز ،یبرداریکپ آزاد؛ یدسترس: یدامپزشک قاتیتحق © تیرایکپ

 انتشارات دانشگاه تهران.ناشر: مؤسسه   
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ها شده است. افزایش قیمت این محصولات باعث افزایش مصرف آن

یز تمایل افرادی که توانایی خرید آن را ندارند، به گوشت قرمز ن

ویژه سوسیس و کالباس را های گوشتی بهمصرف سایر فرآورده

 .(3،2)افزایش داده است 

Sausages های گوشتی سوسیس و وردهآکه در ایران به فر

گوشت و  شود که حاویاند، به محصولاتی گفته میکالباس موسوم

های گوشتی با قطر بزرگ به فرآورده افزودنی باشند. در ایران

گر شود. طبق تعریف دیکالباس و با قطر کوچک سوسیس گفته می

ها از هایی هستند که حداقل نیمی از آنفرآوردهفرآورده گوشتی 

گوشت تشکیل شده است که از نظر مصرف راحت بوده و معمولاً 

های ده. استفاده از فرآور(0)گردند بدون نیاز به پختن مصرف می

جای پروتئین و جایگزینی آن به کنندهعنوان تأمینگوشتی به

تواند پاسخگوی بخشی از نیازهای درصدی از گوشت مصرفی می

کالباس در ایران  و مصرف سوسیس ای جامعه باشد. سرانهتغذیه

کیلوگرم است. بیش از پانصد نوع محصول گوشتی با اسامی  0/1

ط در جهان نیز تعداد این محصولات مختلف وجود دارد در سایر نقا

 .(1) رسدنوع می 1300باشد و به بسیار فراوان می

 تا 00انواع مختلف سوسیس و کالباس با استفاده از گوشت )

درصد( آرد، نشاسته، پروتئین حیوانی و روغن مایع و غیره تهیه  ۰0

غذایی نسبتاً کامل بوده و مواد  یهاوردهآشوند؛ بنابراین این فرمی

باشد. در صورت افزایش مصرف سوسیس تر از گوشت میآن کامل

گوشت کاسته شده و نیازی به واردات گوشت  و کالباس از مصرف

 .(0) باشدنمی

ورده گوشتی باید فاقد آبراساس استاندارد ملی ایران فر

گوارش دام  های غیرمجاز دام و طیور مانند دستگاهو اندام هابافت

دان طیور، های دهانی، زبان، مری، چینهو طیور مانند لب دام، حفره

های دام، شیردان، کبد، معدهمعده و سنگدان طیور، پیشپیش

ای مانند پانکراس، غدد بزاقی و های غدهها و رکتوم، اندامروده

های لنفاوی متراکم شامل: عقده هایبافتها و اندام ،کلیویفوق

ها و فولیکول لوزه، تیموس، طحال، بورس فابرسیوس، لنفاوی

های های دستگاه تنفس مانند ریه، نای و حنجره انداموی، اندامالنف

 و دستگاه تناسلی مانند: کلیه، مثانه، کلوآک، پستان، گوشت سر

صورت دام، قلب، دم، پوست، بافت استخوانی، بافت پوششی، بافت 

باشد  یک، بافت غضروف شفافمرکزی، بافت غضروف الاستعصبی 

ای پایینی داشته، از لحاظ های غیرمجاز ارزش تغذیه(. بافت0)

ری بالاتبهداشتی نسبت به بافت عضلانی دارای بار میکروبی 

های های گیاهی در فرآوردههمچنین برخی از افزودنیباشند. می

که اینشوند. با توجه به زا تلقی میعنوان مواد آلرژیگوشتی، به

های گوشتی، تهدید های غیرمجاز در این نوع از فرآوردهحضور بافت

باشد و همچنین مصرف میکنندگان جدی برای سلامت مصرف

نظر دین اسلام حرام بوده و کراهت شرعی  ها ازبعضی از این بافت

های تشخیصی اختصاصی برای تشخیص این روشکارگیری به دارد،

 .(3)د کنها ضرورت پیدا میبافت

برخی مواد غذایی، تولیدکنندگان  با توجه به قیمت بالای

تری هستند ها را با موادی که دارای هزینه پایینآنتوانند می

 ای باجایگزینی گونه تواندجایگزین نمایند. همچنین تقلب می

 ای با ارزش غذایی بیشتر نیز باشد.جای گونهارزش غذایی کمتر به

های غذایی آلرژی داشته باشند برخی از رژیمافرادی به ممکن است 

 دباشهمراه داشته ناپذیری را بهها پیامدهای جبرانو استفاده از آن

انجام  های گوشتیهایی که در مورد فرآورده. از جمله تقلب(7)

ه در کنحویبه افزودن مواد ازته غیرپروتئینی به توانشود، میمی

، مقدار ازت بالاتر به نظر برسد، افزودن پودر های کنترلآزمون

های گوشتی مانند سوسیس و کالباس، مخلوط استخوان به فرآورده

قیمت، افزودن پودر خون به کردن گوشت با گوشت حیوانات ارزان 

همبرگر و سوسیس و کالباس، رعایت نکردن فرمول و استاندارد 

د پرکننده و افزودن و افزودن مقادیر زیاد موا های گوشتیفرآورده

 از حد، برای بهبود رنگ و جلوگیریمقدار بیش نیتریت و نیترات به

 .(8) اشاره نمود ها در موارد آلودگی شدیداز رشد میکروارگانیسم

غیرمجاز و های بافتها و برای تشخیص اختصاصی گونه

های حیوانی از قبیل نشخوارکنندگان )جهت حفظ شناسایی گروه

آزمون سالم بودن  عمومی( و جلوگیری از گسترش بیماری،سلامت 

شود. در کار گرفته میتولیدات پروتئینی حیوانی در مواد غذایی به

های گوشتی حاوی خوک حرام و گوشت الاغ و اسب اسلام، فرآورده

های رو، این یک وظیفه مهم برای آزمایشگاهمکروه است. از این

ای مواد خام مورد نند تمایز گونهکنترل مواد غذایی است که بتوا

ر های حیوانی داستفاده برای تهیه غذای صنعتی و شناسایی گونه

های آزمایش اصالت گونه .(۰) محصولات غذایی را انجام دهند

دلایل اقتصادی، ایمنی، قانونی، مذهبی و جانوری موجود در غذا به

نیاز به گذاری مواد غذایی بهداشتی مهم است. مقررات برچسب

های گوشت موجود در محصولات غذایی را بیشتر ارزیابی گونه

های گوشتی اعلام نشده کند. مصرف محصولات حاوی پروتئینمی

 های آلرژیک در افراد مستعد شودتواند باعث ایجاد واکنشمی

. میزان تقلب در محصولات گوشتی پخته شده بیشتر از (10)

دلیل اختلاط بافت یور بهگوشت خام است. استفاده از گوشت ط
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های گوشت قرمز خرد شده یکی از وردهآمرغ بدون استخوان با فر

 .(11) های گوشتی استترین تقلبات در تولید فرآوردهرایج

عنوان یک آزمایش کنترل شناسی بهاستفاده از روش بافت

مورد استفاده  1۰10کیفی در صنایع غذایی برای اولین بار از سال 

شناسی قادر به شناسایی مستقیم های بافتاست. روش قرار گرفته

های گوشتی است و امکان دهنده فرآوردهو تفریق اجزاء تشکیل

 های گوشتیتشخیص مستقیم ترکیب و نوع بافت را در فرآورده

توان در شناسایی تقلبات بافتی استفاده سازد و از آن میمیسر می

 وانند در کنترل کیفیتتشناسی میهای بافتکرد. بنابراین روش

های گوشتی حرارت دیـده کمک نمایند و استانداردها و فرآورده

های آن را تکمیل نمایند. غالب روش قوانین گوشت و فرآورده

شناسی صورت گرفته در ارتباط با تشخیص تقلبات بافت

 هابافتآمیزی های گوشتی، استفاده از روش معمول رنگفرآورده

 . (13) زین( بوده استائو -)هماتوکسیلین

های تولیدی در در مطالعه حاضر سعی شد فرآورده

موجود  هایاستان همدان و سوسیس و کالباس فعالهای کارخانه

های غیرمجاز های سطح شهر همدان از نظر وجود بافتدر فروشگاه

 و نوع گوشت مورد استفاده مورد ارزیابی قرار گیرند.

 و روش کار مواد

 00 مطالعه حاضرانجام شد. در  1000این طرح در تابستان 

نمونه  32نمونه سوسیس و  37نمونه سوسیس و کالباس )شامل 

های موجود در استان همدان و نمونه های فعالکالباس( از کارخانه

روزه  10ماهه و با فواصل  2طی بازه  های شهر همدانفروشگاه

ده دانشکشناسی شگاه بافتآوری و پس از کد گذاری به آزمایجمع

وع منتقل شدند. در مجمپیرادامپزشکی دانشگاه بوعلی سینا همدان 

در این طرح  B نمونه از برند 18و A نمونه از برند  23تعداد 

 (.1جدول شد )برداری نمونه

و  3102شناسی، براساس استاندارد ملی جهت بررسی بافت

3102a  خذ و جهت تثبیت در اعدد نمونه  13تعداد از هر محصول

ها وارد درصد قرار داده شدند. پس از تثبیت، نمونه 10محلول فرمالین 

مراحل پاساژ بافتی )شامل مراحل آبگیری با الکل صعودی، شفاف 

ی )با گیری، برش بافتسازی با گزیلول و آغشتگی با پارافین(، بلوک

 -آمیزی )با روش هماتوکسیلیناستفاده از دستگاه میکروتوم(، رنگ

 ائوزین( و بررسی بافتی شدند. 

 

جهت تشخیص منشأ حیوانی عضلات اسکلتی استفاده شده در 

استفاده شد. برای این کار  PCRآوری شده از روش های جمعنمونه

 PCRخذ و تا انجام مراحل ا سوسیس و کالباسهای مختلف از تکه

برای نگهداری شدند. گراد درجه سانتی 80در دمای منفی 

های سوسیس و کالباس با رعایت بهداشت و از نمونه بردارینمونه

رف بار مصگرم از نمونه توسط تیغ اسکالپل یک 10/0صورت استریل به

ها نمونه DNAجهت استخراج  داخل میکروتیوب منتقل شد.جدا و به

خریداری شده از شرکت   BIOFOOD MIXED kitاز کیت

Biotools شش گونه حیوانی را که معمولاً در فاده شد. این کیت است

غذای انسان )گاو، گوشت خوک، مرغ، اسب، بز و گوسفند( مورد 

گیرند را با استفاده از یک ژن میتوکندریایی بسیار استفاده قرار می

کند. دستورالعمل کیت ( شناسایی میbحفاظت شده )سیتوکروم 

BIOFOOD MIXED  براساس روشPCR Multiplex   بوده که

های نتیجه آن شامل یک باند اندازه خاص برای هر یک از گونه

جزئیات پرایمرهای اختصاصی استفاده شده  .باشدشناسایی شده می

برای  ارائه شده است. 3جدول جهت تعیین نوع گوشت هر حیوان در 

یکرولیتر از بافر م 300نمونه آماده شده با ابتدا   DNAاستخراج 

 30مدت به kمیکرولیتر پروتئیناز  30( و Lysis Bufferکننده )هضم

درجه  30ماری در دمای ثانیه مخلوط )ورتکس( شده سپس داخل بن

بار دقیقه یک 30تا  10ساعت قرار داده شد. هر  2مدت گراد بهسانتی

ر دیگر از میکرولیت 30ها خارج شده و تکان داده شدند. در ادامه نمونه

ثانیه مخلوط شدند.  20مدت ها اضافه و سپس بهبه نمونه kپروتئیناز 

گراد قرار گرفت درجه سانتی 03ساعت در بن ماری  0مدت سپس به

ها سانتریفیوژ شده )دمای تا محلول کاملًا شفاف شود. در ادامه نمونه

دقیقه(، محلول  10مدت به RPM1300 گراد، با دور درجه سانتی 2

مانده به میکروتیوپ جدید انتقال داده رویی را دور ریخته محلول باقی

 Bindingمیکرولیتر از محلول  000مانده میزان شد. به محلول باقی

Buffer  ثانیه مخلوط شدند. محلول حاصل  10اضافه شده و سپس

( و محلول RPM 1300دقیقه و دور  10مدت سانتریفیوژ شده )به

شرایط ذکرشده سانتریفیوژ شد. در نهایت  با شفاف رویی مجدداً 

 با استفاده از دستگاه نانودراپ بررسی شد. DNAخلوص 

افزار با استفاده از نرمابتدا  Multiplex PCRبرای انجام 

BLAST اطلاعاتی سایت در موجود 

)https://www.ncbi.nlm.nih.gov/( NCBI اختصاصیت  میزان

بررسی قرار گرفت. پس از مطمئن شدن از  این پرایمر مورد

از روش  DNAاختصاصیت این پرایمرها برای مراحل بعدی تکثیر 

PCR .استفاده گردید 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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 شهر همدان.  هایفروشگاهموجود در تولید شده در استان همدان و  هایسوسیس و کالباس برداری از انواع برندهاینمونه .1جدول 
 Aبرند 

 درصد ۰0تا  81 درصد 80تا  31 درصد 30تا  01 درصد 00تا  00 نوع فرآورده

 0 7 8 0 سوسیس

 2 3 0 2 کالباس

 Bبرند 

 درصد ۰0تا  81 درصد 80تا  31 درصد 30تا  01 درصد 00تا  00 نوع فرآورده

 0 0 7 0 سوسیس

 0 3 0 0 کالباس

 

 .(12) پرایمرهای اختصاصی طراحی شده جهت تعیین نوع گوشت هر حیوان .2جدول 

 ( bpتعداد جفت باز تکثیرشده ) ('3→'5) توالی پرایمر پرایمر

 F: ATA TCAATCGGGTTTCTAGGATTTATT بز

R: AGTTGGGATAGCGATAATTATGGTAGT 
107 

 F: TGA GAA CTA CGA GCA CAA AC مرغ

R: GGG CTA TTG AGC TCA CTG TT 
337 

 F: CTAGAAAAGTGTAAGACCCGTAATATAAG گاو

R: CTTATATTACGGGTCTTACACTTTTCTAG 
370 

 F: CTATGAATGCTGTGGCTATTGTCGCA گوسفند
R: TGCGACAATAGCCACAGCATTCATAG 

23۰ 

 F: CTA CAT AAG AAT ATC CAC CAC A خوک

R: ACA TTG TGG GAT CTT CTA GGT  
2۰7 

 F:  CTATCCGACACACCCAGAAGTAAAG سمیانتک

R: GATGCTGGGAAATATGATGATCAGA 
02۰ 

 

 شهر همدان. هایفروشگاه موجود درهای تولید شده در استان همدان و های دارای بافت غیرمجاز در سوسیس و کالباسبررسی نمونه .3جدول 
 کالباس سوسیس

 درصد تعداد های غیرمجازبافت درصد تعداد های غیرمجازبافت

 0 0 بافت استخوانی 33 3 بافت استخوانی

 32 2 بافت غضروفی 7/30 3 بافت غضروفی

 0 0 های لنفاویبافت 0 0 های لنفاویبافت

 0 0 گوشت سر و دم 0 0 گوشت سر و دم

 0 0 ایاندام غده 7/2 1 ایاندام غده

 0 0 اندام دستگاه تنفس 7/2 1 اندام دستگاه تنفس

 0 0 اندام دستگاه تناسلی 0 0 اندام دستگاه تناسلی

 0 0 قلب 0 0 قلب

 30 2 پوست 01/18 0 پوست

 0 0 بافت پوششی 0 0 بافت پوششی

 0 0 بافت عصبی مرکزی 0 0 بافت عصبی مرکزی

 02 10 های دارای بافت غیرمجازمجموع نمونه 31/72 1۰ های دارای بافت غیرمجازمجموع نمونه

 100 32 شدهمجموع نمونه بررسی 100 37 شدهمجموع نمونه بررسی

 جنتای

نمونه  37نمونه ) 00 حاضر در مطالعه: شناسینتایج بافت

های غیرمجاز لحاظ افزودن بافت نمونه کالباس( از 32سوسیس و 

نمونه دارای  3۰قرار گرفتند که  ارزیابیشناسی مورد روش بافتبه

مورد  1۰بافت غیرمجاز بودند. مجموع تقلبات در نمونه سوسیس 

درصد( بود. فراوانی  02مورد ) 10درصد( و در نمونه کالباس  70)

شده  آورده 2جدول در های غیرمجاز با تفکیک نمونه این بافت

است.
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 شهر همدان. هایفروشگاه موجود درتولید شده در استان همدان و های های غیرمجاز برحسب درصد گوشت در سوسیس و کالباسبررسی تقلبات و بافت .4جدول 

 کالباس سوسیس

 30تا  00های نمونهتعداد  بافت غیرمجاز

 درصد گوشت

 ۰0تا  31های نمونهتعداد 

 درصد گوشت

 30تا  00های نمونهتعداد  بافت غیرمجاز

 درصد گوشت

 ۰0تا  31های نمونهتعداد 

 درصد گوشت

  0  0 بافت استخوانی  1  0 بافت استخوانی

  0  3 بافت غضروفی  0  2 بافت غضروفی

  0  0 اندام دستگاه تنفس  0  1 اندام دستگاه تنفس

  0  0 ایاندام غده  0  1 ایاندام غده

  1  0 پوست  1  7 پوست

 الباسو ک های سوسیسبیشترین فراوانی بافت غیرمجاز در نمونه

درصد( بود. در بین  32و  7/30با درصد فراوانی ترتیب بهبافت غضروفی )

درصد(  30تا  00با درصد گوشت کمتر ) هایها و کالباسسوسیس

ن فراوانی بیشتریهای غیرمجاز بیشتر بود و پوست میزان استفاده از بافت

خود اختصاص داده های غیرمجاز در این محصولات بهرا در بین بافت

ها و سوسیسهای غیرمجاز برحسب درصد گوشت بود. درصد بافت

شناسی در آزمون بافتارائه شده است. همچنین  0جدول در  هاکالباس

سارکوسیست در داخل در دو نمونه کالباس از یک برند مقاطع کیست 

های غیرمجاز تصویر بافتهای عضلانی نیز مشاهده گردید. سلول

 ارائه شده است. 1تصویر های مورد بررسی در مشاهده شده در نمونه

برای تعیین   PCRنتایج بررسی آزمون: PCRنتایج آزمون 

داد  نشان هاکالباسها و سوسیسگونه حیوانی استفاده شده در تولید 

های مورد بررسی با برچسب گوشت قرمز، گوشت مرغ نیز که تمام نمونه

وجود گوشت بز، مرغ، گاو، گوسفند،  مطالعه حاضروجود داشت. در 

سمیان مورد بررسی قرار گرفت که به جز گوشت مرغ و خوک و تک

 (.3تصویر گوشت گاو گوشت سایر حیوانات مشاهده نشد )

 بحث

امروزه مطالبه اطلاعات دقیق و شفاف محصولات غذایی از سوی 

های پذیرد و فرآوردهکنندگان بیش از هر زمان دیگری صورت میمصرف

در  PCR نیستند. استفاده از تکنیک یگوشتی نیز از این مسئله مستثن

های . در روش(10) ها روش مناسبی استتشخیص اصالت گوشت

شده با توالی پرایمر  تکثیر DNA شناسایی و اطمینان از تطابقمولکولی 

ای . در مطالعه(10) انتخاب شده، یک مرحله حساس و ضروری است

نمونه گوشت  ۰1در  گونه حیوانی استفاده  شدهمنظور شناسایی به

درصد  07/3در نشان داده شد که ،  PCRش گوساله با استفاده از رو

. (13وجود داشت )ها گوشت الاغ درصد نمونه 7/0ها گوشت مرغ و نمونه

های محصولات ناخالصی PCRبا استفاده از آزمون  در مطالعه دیگری

 100سویا مورد بررسی گرفت و نتایج نشان داد که  از نظر وجودگوشتی 

درصد محصولات  22درصد کتلت مرغ،  30 درصد محصولات سوسیس،

درصد محصولات کباب  10همبرگر و درصد محصولات  30 کالباس،

 .(17) لقمه سویا داشتند

Alikord ای پلیمراز از واکنش زنجیره 3017 در سالهمکاران  و

های گوشتی خام و فرآوردهمرکب جهت شناسایی گوشت مصرفی در 

 17ها نشان داد در مجموع از شش مورد )پخته استفاده کردند. یافته

د( مربوط به گوشت درص 11درصد( تقلب صورت گرفته چهار مورد )

گونه درصد( مربوط به گوشت الاغ بوده است و هیچ 3مورد )اسب و دو 

گوسفند /گوشت گاواستفاده از  .موردی از گوشت خوک مشاهده نشد

دهنده استفاده از گوشت سایر ها اثبات شد که نشاندر تمام نمونه

 .(18) های اقتصادی بوده استکاهش هزینهحیوانات صرفاً جهت 

 PCRاز روش  3010در سال  و همکاران Eaqub Aliدر گزارش 

 .های گوشتی استفاده شدوردهآفر در تولید مواد اولیه منشأجهت تعیین 

پنج گونه غیرشرعی شامل گوشت گربه، خوک،  دهنده وجودنتایج نشان

میمون و موش در محصولاتی که تحت عنوان غذای حلال به سگ، 

 (.1۰ود )رسیدند بمیفروش 

یکی از تقلبات رایج، استفاده از گوشت مرغ )که در بازه زمانی 

مطالعه حاضر قیمت گوشت مرغ یک چهارم گوشت قرمز بود( و 

های گوشتی خام و وردهآهای آن بدون درج آن در برچسب فرآلایش

دهد که درج اطلاعات نادرست در حرارت دیده است. مطالعات نشان می

. اختلاط (30،31) درصد است 30گوشتی بیش از  هایوردهآبرچسب فر

ها های گوشتی که روی آندر فرآوردهآن های گوشت مرغ و آلایش

های اخیر گزارش شده است. برچسب گوشت قرمز درج شده در سال

 که بر روی سوسیس و کالباسهای حاضر بر روی نمونه مطالعهنتایج 

ها درصد نمونه 100ها برچسب گوشت قرار داشت نشان داد که در آن

 کار رفته است.گوشت مرغ به
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(؛ Bدرصد )برند  00مقطع استخوان در فرآورده سوسیس  -A ائوزین. -آمیزی هماتوکسیلینهای مورد بررسی. رنگهای غیرمجاز مشاهده شده در نمونهبافت .1تصویر 

B-  برند  30مقطع غضروف شفاف در فرآورده کالباس( درصدA ؛)C- برند  00ورده سوسیس آغضروف تنفسی در فر( درصدA ؛)D-  مقطع غده بزاقی در نمونه سوسیس

 .(Bبرند )درصد  80قاطع از کیست سارکوسیست در کالباس م -F(؛ Aدرصد )برند  00مقطع پوست در فرآورده سوسیس  -E؛ (Aدرصد )برند  00

 

 

، ده برند 3010در سال  و همکاران Hosseniدر مطالعه 

استان  سطح ازتهیه شده گوشت قرمز  هایسوسیساز مختلف 

وش ر با استفاده ازکار رفته تهران به منظور تعیین نوع گوشت به

PCR  تعیین گوشت گاو و مرغ، . برای گرفتقرار  ارزیابیمورد

میتوکندریایی طراحی و قطعات  bپرایمرها براساس ژن سیتوکروم 

bp  370 وbp  182ترتیب برای گوشت گاو و مرغ تکثیر گردید. به

 چسبها برخلاف برتمام نمونه که اختصاصی نشان داد PCRنتایج 

 .(33) ش مرغی بودندها حاوی آلایدرج شده روی آن
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: نردبان L های با برچسب گوشت قرمز.نمونه PCRنتایج آزمون  .2تصویر 

کنترل  :P2(؛ bp 107کنترل مثبت گوشت بز ) :P1 -: کنترل منفیN -ژنی

: P4 ؛(bp 370) : کنترل مثبت گوشت گاوP3؛ (bp 337) مثبت گوشت مرغ

 bp: کنترل مثبت گوشت خوک )P5(، bp 23۰گوسفند )کنترل مثبت گوشت 

ی سوسیس ها: نمونه1-10 (؛bp 02۰: کنترل مثبت گوشت اسب )P6(؛ 2۰7

 .و کالباس مورد آزمون

 

با  3013در سال و همکاران   Lakzadehدیگر ایمطالعهدر 

گیری به شناسایی و اندازه Real Time PCR استفاده از آزمایش

مرغی در محصولات گوشتی با برچسب تهیه شده های میزان بافت

نتایج حاصل از مطالعه نشان دهنده وجود  از گوشت قرمز پرداختند.

های سوسیس ترتیب در نمونهبافت مرغ بهدرصد  33و  درصد 80

 .(32) باشدو برگر می

Sadeghpour  نمونه  07اصالت  3033در سال و همکاران

نظر اختلاط  از را ز شهر تبریزهای گوشتی قرمگوشت خام و فرآورده

ها، با استفاده از تکنیک های لاشه مرغ در آنگوشت و یا سایر قسمت

PCR  های قرار دادند. نتایج نشان داد که در نمونه ارزیابیمورد

های صنعتی دارای نشان استاندارد مانند محصولات فرآوری فرآورده

آلایش مرغ  ،های خامفرآوری شده و چه در گوشتشده و نیمه

درصد از  32/87در مجموعاً که طوریصورت اختلاط وجود دارد. بهبه

 .(30) شده تقلب صورت گرفته است های اخذنمونه

Al-Qassab 110 بر روی ایمطالعه 301۰در سال  و همکاران 

شرکت  10از  70و  00، 00 قرمز با درصدهاینمونه سوسیس گوشت 

از  DNA . پس از استخراجانجام دادند مختلف در سطح تهران

تکثیر داده  multiplex PCR های استخراج شده با روشسوسیس

 درصد( فقط 3/03سوسیس ) 30شدند. نتایج نشان دادند که در 

DNA   1/03نمونه سوسیس ) 08مربوط به مرغ قابل ردیابی بود. در 

مربوط به  DNA درصد( 2/0نمونه ) 3گاو و مرغ و در  DNAدرصد( 

تشخیص بودند. استفاده از گوشت مرغ در سوسیس که با گاو قابل 

ر تعلت قیمت ارزانبرچسب گوشت قرمز عرضه شده، ممکن است به

شود باشد که سبب میاین گوشت در مقایسه با گوشت قرمز 

  (.30) کننده سود بیشتری دریافت کندتولید

Julini  های غیرمجاز استفاده از بافت 1۰7۰در سال و همکاران

وانی مانند عصب، استخوان، پوست، کلیه و پستان را در سوسیس حی

های استخوانی و پوست مشاهده مطالعه بافت این گزارش کردند. در

 .(33) شد ولی بافت عصبی، کلیه و پستان مشاهده نشد

Prayson  برند مختلف  هشتروی  3008در سال و همکاران

رند ب هشتشناسی انجام دادند. که هر همبرگر در آمریکا مطالعات بافت

های غیرمجاز همبند، عروق خونی، چربی و اعصاب محیطی دارای بافت

نمونه عضله اسکلتی، در چهار برند بافت گیاهی، در  هفتبودند؛ و در 

 ه شددسه برند بافت غضروفی و بافت استخوان در دو برند همبرگر مشاه

مشابهی  مطالعه 3008در سال و همکاران  Prayson؛ و همچنین (37)

هایی مانند استخوان، داگ انجام دادند و بافتبرند هات هشترا بر روی 

کلاژن، عروق خونی، بافت گیاهی، پوست، چربی و اعصاب محیطی 

 مشاهده شد.مطالعه این . بافت پوست در (38) مشاهده شدند

 30های غیرمجاز بر روی بررسی وجود بافتدر مطالعه دیگری 

یده کوبساز و کبابنمونه شامل کباب لقمه، سوسیس، همبرگر دست

ل هایی مثشناسی نشانگر وجود بافتانجام شد و نتایج آزمون بافت

ها، سنگدان در دو نمونه، چربی در هفت بافت همبند که در تمام نمونه

پنج نمونه و تخمدان در یک  نمونه، سویا در یازده نمونه، غضروف در

های سنگدان و تخمدان . در مطالعه حاضر بافت(3۰) نمونه بود

 مشاهده نشد.

به  1۰۰7در سال و همکاران   Rokniدر ایران برای اولین بار

های حرارت دیده شناسی و هیستومتریک کالباسبررسی بافت

صورت عضلات مخطط به : مشاهدهشاملپرداختند که نتایج آن 

غده بزاقی و  عنوان بافت مجاز و مشاهدهرنگ بههای صورتیودهت

عنوان بافت غیرمجاز در این مطالعه بودند که سری بهلیگامنت پس

 مطالعهها بود. در استفاده از گوشت سر در این فرآورده دهندهنشان

 تواندبزاقی مشاهده شد که می مقطع بافت غده حاضر در یک نمونه

سری کله باشد، ولی لیگمانت پس و تفاده از گوشت سراس دهندهنشان
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 و استفاده از گوشت سر 3202مشاهده نشد. طبق استاندارد شماره 

 .(20) کله در سوسیس و کالباس غیرمجاز است

 ارزیابیبه  3012در سال و همکاران  Sadeghiهمچنین 

شده در شهر کرمانشاه های غیرمجاز در سوسیس و کالباس عرضهبافت

 های غیرمجازی از جملهبررسی نشان داد بافت این پرداختند که نتایج

ها، بافت چربی، قلبی، غضروف و استخوان بافت گیاهی در همه نمونه

بالغ، استخوان نابالغ، طحال، مری، آئورت، غدد بزاقی، غدد ترشحی 

ت درم پوست، عصب، بافلوله گوارش، گره لنفاوی، مو، زبان، پستان، اپی

شناسی جهت های بافتعضله صاف و رگ بود. از تکنیک همبند،

شناسایی برخی عوامل انگلی نظیر سارکوسیست هم استفاده شده 

 3000در سال و همکاران  Jahed Khanikiاین  بر . علاوه(21) است

ائوزین به بررسی وجود  -آمیزی هماتوکسیلینبا استفاده از رنگ

ند. نتایج نشان داد که میزان مجاز در همبرگر پرداختهای غیربافت

های آماسی درصد و بافت 30/3ها به انگل سارکوسیست آلودگی نمونه

. (23) باشد و مقدار زیادی بافت گیاهی نیز مشاهده شددرصد می 0

با استفاده از روش  3003در سال  Kiaو  Jahed Khanikiهمچنین 

شناسی به مطالعه میزان شیوع کیست سارکوسیست در بافت

و نتایج نشان داد که  ههای گوشتی همبرگر ایران پرداختفرآورده

 .(22) درصد است 30حدود  ها به انگل سارکوسیست آلودگی نمونه

 شده در شهر تهران ازدر مطالعه دیگری همبرگرهای خام عرضه

های سارکوسیست مورد بررسی قرار گرفت. نتایج نشان داد نظر کیست

د؛ انگل مشاهده نش کیستای تولید صنعتی هیک از نمونهکه در هیچ

. (20) انگل مشاهده گردید کیستساز های دستاما در یکی از نمونه

ها انگل سارکوسیست در مطالعه حاضر هم در دو نمونه از کالباس

 مشاهده گردید.

کننده های گوشتی که مختلبحث تقلب در فرآورده سفانهأمت

اعتماد مردم به  سلامت جامعه، مغایر با شرع و اخلاق و برهم زننده

باشد موضوعی بسیار مهم در صنعت مواد غذایی نظام تجارت سالم می

. لذا اجباری شدن رعایت استاندارد و کنترل کیفیت در باشدمی

ا هو نظارت جدی بر آنمحصولات گوشتی توسط تولیدکنندگان 

شناسایی نوع گوشت مصرفی در محصولات  ضروری است. همچنین

از این رو  .دلایل مذهبی، بهداشتی و اقتصادی اهمیت داردگوشتی به

ی هابرای اولین بار به بررسی سوسیس و کالباسدر مطالعه حاضر 

تولیدی در واحدهای استان همدان و محصولات موجود در 

شناسی و تکنیک بافتآزمون از ر همدان با استفاده های شهفروشگاه

PCR ا ب های گوشتی استفاده شد.تشخیص تقلبات فرآورده جهت

 های غیرمجازتوجه به نتایج مشاهده شد که بیشترین میزان بافت

های استخوان، غضروف و پوست بود، هرچند در برخی شامل بافت

د. همچنین وجود گردیای نیز مشاهده تنفسی و غده های اندامنمونه

های گوشت قرمز نیز کاملًا مشهود بود. های مرغی در نمونهآلایش

ت توانند در کنترل کیفیشده می های استفادهروش که دادنتایج نشان 

 بسیار )سوسیس و کالباس( های گوشتی خام و حرارت دیدهوردهآفر

 مؤثر باشند.

 استفاده از که امکان دادات نشان مطالعگیری نهایی: نتیجه

و با توجه به نتایج  های غیرمجاز در محصولات گوشتی وجود داردبافت

 توان بیان کرد کهمی مطالعه حاضر در شناسیبافت بررسیحاصل از 

موجود در شهر همدان دارای  هایها و کالباسسوسیسبرخی از 

غدد بزاقی  و های غیرمجاز از قبیل استخوان، غضروف، پوستبافت

کیست سارکوسیست نیز مشاهده  مطالعه حاضراست. همچنین در 

 درکنندگان باشد. تواند تهدیدی برای سلامت مصرفشد؛ که می

تری کنترل و نظارت دقیقنتیجه بایستی بیان داشت که بهتر است 

 نظارتی و بهداشتی صورت گیرد. هایها و دستگاهتوسط سازمان

 سپاسگزاری

تمام عزیزانی که در طی مطالعه و نگارش این  نویسندگان از

 گرمان بودند کمال تشکر و قدردانی را دارند.مقاله یاری

 تعارض منافع

.تعارض در منافع گزارش نشده است سندگانینو نیب
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Abstract 
BACKGROUND: Meat is one of society's most important nutritional needs, the price of which is higher than other 

food groups. In recent years, the use of meat products has increased due to human lifestyle changes. Fraud in meat 

products occurs for various reasons, including the economic value of meat. Therefore, it is crucial to use fast and 

accurate methods of identifying these frauds. 

OBJECTIVES: The purpose of this study is to determine the unauthorized tissue by a histological method as well as 

to determine the unauthorized species used in meat products of factories in Hamadan province. 

METHODS: In the summer of 2021, fifty samples were collected from active production units of the Hamedan 

province that were available in the Hamadan city market and transferred to the laboratory for histological laboratory 

and animal species determination by PCR test. For the histology test based on the national standard 6103, the samples 

were subjected to fixation, passage (dehydration, clearing, impregnation with molten paraffin), blocking, sectioning, 

and H&E staining. PCR method was used to determine the type of animal species used in the production of the collected 

samples. 

RESULTS: The results confirmed the presence of unauthorized tissues, including bone, cartilage (articular and 

respiratory cartilage), skin, and glandular organ in meat products. Also, PCR test results showed that chicken meat was 

found in 100% of the samples labeled with beef.  

CONCLUSIONS: The presence of illegal tissue and the use of chicken meat in products labeled as beef meat is evident 

in the sausages produced in Hamadan province. 
Keywords: Chicken meat, Counterfeits, Histology, PCR, Red meat  
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Figure Legends and Table Captions 

Table 1. Sampling sausage brands from Hamedan city stores that were produced in this province. 
Table 2. Specific primers were designed to determine the type of animal meat (13). 
Table 3. Sausages with unauthorized tissue in Hamedan city stores were produced in this province. 

Table 4. Evaluation of unauthorized tissue according to the percentage of sausage meat in Hamedan city stores 

produced in this province. 

Figure 1. Unauthorized tissue was observed in the samples. H&E staining. A- bone in 40 % sausage (brand B); B- 

hyaline cartilage in 60 % sausage (brand A); C- trachea cartilage in 40 % sausage (brand A); D- Salivary gland in 40 

% sausage (brand A); E- skin in 40 % sausage (brand A); F- Sarcocystis cyst in 80 % sausage (brand B). 
Figure 2. PCR test results of red meat labeled samples. L- gene ladder; N- negative control; P1- goat meat positive 

control (157 bp); P2- chicken meat positive control (227 bp); P3- beef positive control (274 bp); P4- sheep meat positive 

control (329 bp); P5- pig meat positive control; P6- equine meat positive control (439 bp); 1-10- sausage samples.  
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 ( وOriganum vulgareاسانس مرزنجوش ) یبترک یاییاثر ضد باکتر همطالع

 یهلاکتوکوکوس گارو یباکتر  ی( روEchinaceae purpureaسرخارگل )

(Lactococcus garvieaeدر شرا )یشگاهیآزما یط 
 

 ،3یناکبر ینالد، حسام1میرقائدیطاهر ی، عل2یخسرو یرضا، عل1یری، مهرداد اردش1اشکان زرگر

 4یحداد ی، عل4مهران احمدپور

 یراندانشگاه تهران، تهران، ا یدانشکده دامپزشک یان،آبز هاییماریگروه بهداشت و ب 1
 یراندانشگاه تهران، تهران، ا یدانشکده دامپزشک یمونولوژی،و ا یکروبیولوژیگروه م 3
   یراندانشگاه تهران، تهران، ا یدانشکده دامپزشک یی،گروه بهداشت و کنترل مواد غذا 2
 دانش آموخته دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران، تهران، ایران4

 

 1441آذر ماه  5 :تاریخ پذیرش، 1441مهر ماه  6تاریخ دریافت:  
 

                                                                                                                 چکیده

 

درمان  برایها بیوتیکایش مصرف آنتیزها در بدن ماهی به دنبال افبه علاوه تجمع آن هابیوتیکباکتریایی در برابر آنتی افزایش روزافزون مقاومت :زمینۀ مطالعه

حتمالی های اهای اخیر مطالعات متعددی روی جایگزیناست تا در سالزیست و انسان موجب شده ، در کنار عوارض جانبی این ترکیبات بر محیطهای باکتریاییبیماری

 ها انجام شود.تر مانند ترکیبات گیاهی و اثرات مثبت آنسالم

 در شرایط آزمایشگاهی. لاکتوکوکوس گارویهمرزنجوش و سرخارگل علیه باکتری بررسی اثر ضد باکتریایی ترکیب اسانس : هدف

( به روش میکرودایلوشن تهیه MBC( و حداقل غلظت کشندگی )MICهای متوالی از ترکیب اسانس جهت تعیین حداقل غلظت مهارکنندگی رشد )رقت: کارروش

 ها، قطر هاله عدم رشد باکتری سنجیده شد.ها و نیز آنتی بیوتیکاسانسگردید. همچنین با استفاده از روش انتشار دیسک حاوی ترکیب 
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یکل عملکرد بیوتیک فلورفنبیوتیک مذکور نسبت به آنتیتر نسبت به دو آنتیرغم تأثیرات ضعیفهای مرزنجوش و سرخارگل علی( ولی ترکیب اسانس>45/4P) بوده

و حاکی از تأثیر مثبت این  مطابقت داشت MBCو  MICگیری هاله عدم رشد باکتری نیز با نتایج حاصل از (. همچنین نتایج حاصل از اندازه>45/4P) بهتری داشت

، فوزاریوم، فومیگاتوس های آسپرژیلوسقارچی عصاره اتانولی برگ گل لاله عباسی بر روی گونهاثر ضدبه علاوه  .بود لاکتوکوکوس گارویهترکیب گیاهی بر باکتری 

 آگار نشان داده شد.ای در کشت روی سابورو دکستروزآلبیکنس و کاندیدا کروزهکاندیدا

 های تجاری موجود در شرایطهای مذکور در مقایسه با آنتی بیوتیکنشان از اثرات مثبت باکتری کشی اسانس حاضرنتایج حاصل از مطالعه : نهایی گیرینتیجه

های مذکور به جهت مقابله با بیماری لاکتوکوکوزیس مورد نیاز بوده و در زمینه استفاده از ترکیب اسانسبیشتری ( In vivoمطالعات بالینی ) شت.آزمایشگاهی دا

 شود.پیشنهاد می
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مقدمه

درصد دارای  14پروری با رشد سالیانه بیش از صنعت آبزی

ترین میزان رشد در بین تولیدات دامی در جهان است. در سریع

است که پرورش متراکم،  این ارتباط کمبود منابع آبی سبب شده

های سنتی و نیمه متراکم شود. در این شرایط جایگزین روش

علت بروز استرس، نزدیکی مزارع به یکدیگر و عدم رعایت ولاً بهمعم

این  است کهیافته ها افزایش اصول بهداشتی خطر ابتلا به بیماری

(. 1است )خود سبب ضررهای اقتصادی کلان در این صنعت شده 

ها لاکتوکوکوزیس بوده که عامل آن از جمله این بیماری

، کوکسی گرم مثبتتری یک این باکاست.  لاکتوکوکوس گارویه

هوازی و غیر متحرک است که توانایی تولید آلفا همولیتیک، بی

های کوتاه قابل مشاهده اسپور را ندارد و به صورت جفت یا زنجیره

های مختلف آب کنون در بسیاری از گونه(. این بیماری تا3است )

است و هنگامی که درجه حرارت آب  شیرین و شور گزارش شده

گراد برسد شدت بیماریزایی بیشتر درجه سانتی 15بیش از به 

 ها برای درمانبیوتیکمداوم و نادرست از آنتی ه(. استفاد2شود )می

ی های مقاوم باکترو کنترل لاکتوکوکوزیس باعث پیدایش سویه

ه ها علاوبیوتیک(. از طرف دیگر استفاده از این آنتی4است )شده 

ادی زیاد منجر به باقی ماندن دارو در های اقتصبر تحمیل هزینه

بیوتیکی در مصرف کنندگان انسانی ها و افزایش مقاومت آنتیبافت

های (. از این رو در سال5و مشکلات زیست محیطی نیز شده است )

های درمانی و پیشگیرانه از ترکیبات گیاهی که اثرات اخیر استفاده

 (. 6افزایش است ) بیوتیکی را ندارند رو بهسوء ترکیبات آنتی

یکی از گیاهان  (Echinacea purpureaسرخارگل )

است که توانسته  (Asteraceae) دارویی با ارزش از خانواده کاسنی

(. ۷در دو دهه اخیر جایگاه مهمی در صنایع داروسازی پیدا کند )

ترین گیاهان دارای اثر تحریک ایمنی ثابت سرخارگل یکی از مهم

ن و پیشگیری از سرماخوردگی و دیگر شده است که در درما

(. اسید کافئیک و اسید ۸شود )های عفونی استفاده میبیماری

شیکوریک در سرخارگل دارای خاصیت ضد ویروسی و ترکیب 

د رسنظر میمیکروبی است. بهاکیناکوزید آن دارای خاصیت ضد

ئیک و ساکاریدی، مشتقات اسید کافترکیبات گلیکوپروتئینی، پلی

ل آمیدی موجود در این گیاه فعالیت سیستم ایمنی را افزایش آلکی

 (. 1،11دهد )می

های پونه نام ( که باOriganum vulgareگیاه مرزنجوش )

 ساله و شود، گیاهی یککوهی یا آویشن کوهی نیز شناخته می

ساله است. ترکیب اسانس آن بسیار  دوعلفی و در برخی مواقع 

لف متفاوت است. ترکیبات اصلی آن های مختپیچیده و در گونه

شامل تیمول، کارواکرول، گاما تریپسین، متیل کارواکرول و آلفا 

بیسابولن است که بر اساس فصل، مکان و شرایط اکولوژیکی این 

(. مطالعات زیادی بر روی 13توانند متفاوت باشند )ترکیبات می

ا هآنجمله  گرفته است. از خواص ضد باکتریایی مرزنجوش انجام

اشاره کرد که  3441در سال  Tariqو  Saeedتوان به مطالعه می

ی این ترکیب گیاهی دلالت داشته است یبه تأثیرات ضد باکتریا

میکروبی (. همچنین در مطالعه دیگری که بر روی اثر ضد 12)

اسانس مرزنجوش انجام گرفت نتایج حاکی از آن بود که این اثرات 

(. 14تیمول و کارواکرول است ) ناشی از اجزای آن خصوصاً

Stojković  بر روی اثرات سینرژیستی  3412و همکاران در سال

ای انجام دادند که نتایج این مرزنجوش و آویشن باغی مطالعه

یبی صورت ترکمطالعه نیز حاکی از آن بود که استفاده از این مواد به

 (. 15رد )ها دابیشترین اثرات ممانعت کنندگی را در برابر باکتری

منظور بررسی اثرات ضد باکتریایی ترکیب  به حاضر مطالعه

های گیاهی مرزنجوش و سرخارگل در برابر باکتری اسانس

 صورت گرفته است. لاکتوکوکوس گارویه

 مواد و روش کار 

مطالعه  استفاده در های مورداسانس ها:تهیۀ عطرمایه

تحت عنوان حاضر از شرکت پارس ایمن دارو تهیه، ترکیب و 

 مورد استفاده قرار گرفت.  حاضر آنتی بیوفین در مطالعه

اده مورد استف لاکتوکوکوس گارویهجدایه  تهیه باکتری:

ای هدر این مطالعه از کلکسیون قطب علمی بهداشت و بیماری

آبزیان دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران در اختیار قرار گرفت. 

آلای بیمار جداسازی شده و به این ایزوله قبلاً از ماهیان قزل

 شده است.  های ژنتیکی و مولکولی شناساییروش

 Minimumتعیین حداقل غلظت بازدارنده رشد )

Inhibitory Concentration :) برای تعیین حداقل غلظت

( MBC( و حداقل غلظت کشندگی )MICمهارکنندگی رشد )

ده ( استفاBroth Micro Dilutionاز روش میکرودایلوشن )

چاهکی استریل  16از میکروپلیت  MICگردید. برای آزمایش 

 13ها دارای هشت ردیف دار استفاده شد. این میکروپلیتدرب

میکرولیتر هستند. ابتدا از محیط کشت  354چاهکی به حجم 

TSB  ها ریخته شد. میکرولیتر به داخل چاهک 144به میزان

لیتر از میکرو 144سپس به اولین چاهک هر ردیف میزان 
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درصد دی متیل سولفاکساید  2ترکیب گیاهی به همراه 

(DMSO اضافه شد. سپس )میکرولیتر از چاهک اول  144

برداشته شد و در چاهک دوم ریخته شد و بعد از چند بار پر و 

میکرولیتر از چاهک دوم  144خالی کردن توسط سمپلر، 

م برداشته و به چاهک سوم ریخته شد. این کار تا چاهک ده

میکرولیتر دور ریخته  144نهایت از چاهک دهم  ادامه یافت و در

میکرولیتر از محیط کشت حاوی باکتری معادل  14شد. سپس 

 11ها اضافه شد. چاهک ، به تمام چاهک1 هفارلند شماربا مک

عنوان ام به 13عنوان کنترل منفی )فاقد باکتری( و چاهک ام به

ر نظر گرفته شد. پس از کنترل مثبت )فقط حاوی باکتری( د

ثانیه بر روی شیکر  24ها، میکروپلیت به مدت تلقیح باکتری

طور یکنواخت مخلوط گردد. سپس جذب نوری قرار گرفت تا به

 موجالایزا ریدر در ساعت صفر و با طولبا استفاده از دستگاه 

آخر میکروپلیت در انکوباتور  هخوانده شد. در مرحل نانومتر 624

ساعت قرار داده شد.  34گراد به مدت سانتی هدرج 35با دمای 

بعد از اتمام انکوباسیون، دوباره کدورت یا عدم کدورت در 

صورت چشمی و هم توسط جذب نوری توسط ها، هم بهچاهک

الایزا ریدر خوانده شد و کمترین غلظتی که کدورتی در آن 

 منظور گردید.  MICوان عنمشاهده نشد به

 Minimumتعیین حداقل غلظت باکتری کشی )

Bactericidal Concentration :)گیری برای اندازهMBC ،

 14و بیشتر از آن( مقدار  MICهای فاقد کدورت )از چاهک

میکرولیتر در شرایط کاملاً استریل و در نزدیکی شعله برداشته 

شت داده شد. پس از شد و بر روی محیط بلاد آگار تلقیح و ک

گراد، سانتی هدرج 35ساعت در دمای  34انکوباسیون به مدت 

در نظر  MBCعنوان پلیتی که هیچ باکتری در آن رشد نکرد  به

 (. 16شدند ) گرفته شد. کلیه آزمایشات با سه تکرار انجام

منظور سنجش به گیری قطر هاله عدم رشد:اندازه

گیاهی، روش انتشار دیسک و خاصیت ضد باکتریایی این ترکیب 

 هگیری هاله عدم رشد انجام شد. بدین منظور پس از تهیاندازه

  cfuیک ) هسوسپانسیون باکتریایی معادل مک فارلند شمار

 34در هر میلی لیتر(، با استفاده از سمپلر به میزان  14۸×2

میکرولیتر از این سوسپانسیون بر روی محیط ژلوز خون ریخته شد. 

 صورت چمنی کشت دادهشده بهپیپت پاستور خم هوسیلسپس به

میکرولیتر از مخلوط  15عدم رشد،  هشد. برای تعیین قطر هال

دیسک خالی تلقیح  آمده بر رویدست به MICاسانس بر اساس 

یت بیوتیک فلورفنیکل نیز به پلآنتی شده و یک دیسک استاندارد

میکرولیتر   15اضافه گردید. همچنین برای کنترل منفی 

DMSO4%  به یک دیسک خالی دیگر تلقیح شد. سپس

ساعت  34گراد به مدت سانتی هدرج 35های کشت در دمای محیط

زمان هاله منطقه مهار تانکوباسیون شدند. پس از گذشت این مد

گیری شد و قطر چاهک از آن کسر شد. کولیس اندازه هوسیلرشد به

آمده  دستهای بهآزمایش در سه تکرار انجام گرفت و قطر هاله

 (.16،1۷ثبت گردید )

های مربوط تحلیل داده و تجزیهتحلیل آماری:  و تجزیه

، از 1۷ویرایش  SPSSافزار با استفاده از نرم مطالعهبه نتایج 

طرفه و بر اساس آزمون دانکن در سطح طریق آنالیز واریانس یک

45/4 (mean±SD.انجام گرفت ،) 

 نتایج 

آمده توسط روش میکرودایلوشن، دستبر اساس نتایج به

لیتر بر میکرو 5/13لیتر و لیتر بر میلیمیکرو 35/6های غلظت

 MICوان عنیب بهلیتر از این ترکیب اسانس گیاهی به ترتمیلی

 تعیین شدند.  MBCو 

 ترکیب لیترلیتر بر میلیمیکرو 14 نتایج حاصل از اثر
های عدم اسانس مرزنجوش و سرخارگل بر روی میانگین هاله

در مقایسه با لاکتوکوکوس گارویه  رشد باکتری 

های تجاری تریمتوپریم سولفومتوکسازول، بیوتیکآنتی

شده  ( نشان داده1در نمودار ) فلورفنیکل، و انروفلوکساسین

 یهلاکتوکوکوس گاروآمده باکتری دست است. بر اساس نتایج به

 5بیوتیک انروفلوکساسین نسبت به دو آنتی مورد مطالعه

د باشو تریمتوپریم سولفومتوکسازول حساس می میکروگرم

(45/4P<ولی ترکیب اسانس مرزنجوش و سرخارگل علی ) رغم

 5ن بیوتیک انروفلوکساسیسبت به دو آنتیتر نتأثیرات ضعیف

و تریمتوپریم سولفومتوکسازول نسبت به فلورفنیکل  میکروگرم

 (.1( )نمودار >45/4Pعملکرد بهتری داشته است )

وس لاکتوکوکشده باکتری  های شمارشنتایج تعداد کلنی
های مرزنجوش و های مختلف ترکیب اسانسدر غلظت گارویه

درجه  35ساعت در دمای  4۸سرخارگل  پس از گذشت 

شده است. بر اساس نتایج  ( نشان داده3گراد در نمودار )سانتی

شده های تشکیلآمده  با افزایش زمان تعداد کلنی دستبه

ر تیما شده مربوط به یافته که بیشترین کلنی تشکیل افزایش

 5/13شده مربوط به غلظت  شاهد و کمترین تعداد کلنی تشکیل

 باشد.میکرو لیتر بر میلی لیتر می
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ه ب لاکتوکوکوس گارویههای عدم رشد روی باکتری مقایسه قطر هاله. 1نمودار 

: انروفلوکساسین؛ NFX(. P<45/4) ها و آنتی بیوفینبیوتیکتفکیک آنتی

SXT :متوپریم سولفومتوکسازول؛ تریFF.فلورفنیکل : 
 

 
ر د لاکتوکوکوس گارویهشده باکتری های شمارشنتایج تعداد کلنی .2نمودار 

 های مختلف.غلظت

 بحث

های ایمنی خطر محرکهای اخیر، استفاده از انواع بیدر سال

جمله در دسترس  ها ازهای متعدد آنبا منشأ گیاهی به دلیل مزیت

زیست، عدم تجمع در بدن، امکان آسیب نرساندن به محیط بودن،

اسب توجهات زیادی را در سطح قیمت من تولید در مقیاس وسیع با

 به خود اختصاص داده است و به یکی از موضوعات مورد جهان

 (.15شده است ) علمی تبدیل مطالعاتتوجه در 

 های گیاهیبه همین دلیل در مطالعه حاضر از ترکیب اسانس

های اخیر در دسترس مرزنجوش و سرخارگل که در ایران در سال

 شد.هستند استفاده 

ها در صنعت مطالعات زیادی روی عملکرد اسانس

ها پروری صورت گرفته است بر اساس این مطالعات از اسانسآبزی

کشی (، باکتری1۸،11عنوان محرک سیستم ایمنی )توان بهمی

دهنده استرس اکسیداتیو اهش(، ک11،31(، محرک رشد )16،34)

کننده کنترل، (32،34کننده از بیان ژن )(، ممانعت33)

عنوان یک ماده ضدعفونی برای ( و به35های قارچی )آلودگی

 ( استفاده کرد.36تجهیزات و استخرها )

و حداقل  35/6در مطالعه حاضر حداقل غلظت مهارکنندگی 

ین ر تعیین شد. همچنلیتلیتر بر میلیمیکرو 5/13غلظت کشندگی 

دهنده افزایش اثر ضد نتایج آزمایش هاله عدم رشد باکتری نشان

و  MICو نتایج آزمایشات  بودباکتریایی با افزایش دوز اسانس 

MBC  کردرا تأیید .Mahbobi  وFeizabadi  3441در سال 

اظهار داشتند که اثر ضد میکروبی اسانس مرزنجوش بیشتر ناشی 

(. همچنین در مطالعه 14کارواکرول آن است ) از اجزای تیمول و

Soltani  که در زمینه تأثیر اسانس  3415و همکاران در سال

( روی باکتری Zataria multiflora) شیرازی آویشن

عنوان لیتر بهمیکرو 13/4انجام شد غلظت  لاکتوکوکوس گارویه

MIC های حاد بیان ژنpavA  وHly داری صورت معنی را به

 (. 34کاهش داد )

در مورد هاله عدم رشد باکتری در مطالعه حاضر باکتری  

 5ین بیوتیک انروفلوکساسنسبت به دو آنتی لاکتوکوکوس گارویه

ترکیب  . ولیبودو تریمتوپریم سولفومتوکسازول حساس میکروگرم 

به  تر نسبترغم تأثیرات ضعیفاسانس مرزنجوش و سرخارگل علی

و تریمتوپریم  میکروگرم 5بیوتیک انروفلوکساسین نتیدو آ

د نسولفومتوکسازول نسبت به فلورفنیکل عملکرد بهتری داشت

(45/4P< .)Kav  وErganis  گزارش کردند که  344۸در سال

به اریترومایسین حساس است اما نسبت به  لاکتوکوکوس گارویه

این  .باشدیو اسپیرامایسین مقاوم م کلیندامایسین، لینکومایسین

عنوان ن بهتوابیوتیکی نسبت به کلیندامایسین را میمقاومت آنتی

(. مغایرت نتایج 36عنوان کرد ) لاکتوکوکوس گارویهکلید شناسایی 

 توان در متفاوت بودن سویه مورد مطالعه دانست.حاضر را می

Saeed  وTariq  باکتریایی اسانس  اثر ضد 3441در سال

های گرم مثبت های باکتریاد زیادی از سویهمرزنجوش را روی تعد

دادند که در تمام موارد مورد آزمایش در این  مورد مطالعه قرار

طور مشخص مشاهده شد مطالعه قطر هالۀ عدم رشد باکتری به

(12 .)Sivropoulou  ای با در مطالعه 1116و همکاران در سال

 بیشترین که تیمول و کارواکرول در اسانس مرزنجوشبیان این

اثرات ضد باکتریایی را دارند، بیان داشتند که این اسانس اثرات 

منفی  های گرم مثبت وباکتریایی قوی در برابر طیفی از باکتریضد 

 (.3۷دارد )

 طور مؤثریترکیب مرزنجوش و سرخارگل رشد باکتری را به 

کند که میزان آن به غلظت ماده مؤثره، دما و زمان بستگی مهار می
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باشد از طریق کاهش، دارد. کارواکرول که جز اصلی این ترکیب می

کند پذیرتر میرا نفوذ ءو افزایش هیدرولیز، غشا ATPسنتز 

داخلی باکتری،  pHهمچنین سطوح بالای کارواکرول با کاهش 

نهایت باعث  دهد که درخروج پتاسیم داخل باکتری را افزایش می

 Izadi(.  3۸شود )باکتری میو متلاشی شدن دیواره  ءتخریب غشا

نشان دادند که اسانس سرخارگل دارای  3413و همکاران در سال 

(. ۷گونه باکتری است ) 12اثرات ضد میکروبی فراوانی بر روی 

تواند به دلیل وجود خواص ضد میکروبی اسانس سرخارگل می

 Jamshidiباشد. ترکیبات اکیناسن، اکیناکوزید و آل کیل آمیدی 

ای نشان دادند که اسانس و طی مطالعه 3414ران در سال و همکا

های مختلف گیاه سرخارگل اثر های اتانولی قسمتعصاره

 Xanthomonas و کشندگی بر باکتری  مهارکنندگی

arboricola pv. juglandis (. همچنین با افزایش زمان 31) دارد

لنی ک یافته است که بیشترین شده افزایش های تشکیلتعداد کلنی

شده مربوط به تیمار شاهد و کمترین تعداد کلنی تشکیل  تشکیل

لیتر بود. در لیتر بر میلیمیکرو 5/13شده مربوط به غلظت 

و همکاران در سال  Mora-Sánchezای دیگر توسط مطالعه

تأثیر عصاره چند گونه مرکبات در مقابله با باکتری  3434

قرار دادند و  ارزیابیمورد را آلا در ماهی قزل لاکتوکوکوس گارویه

اذعان داشتند که این عصاره مقاومت ماهی را در مواجهه با باکتری 

دهد دار افزایش میبه شکل معنی لاکتوکوکوس گارویه

(441/4P<( )24علاوه بر عصاره .)ها نیز های گیاهی از پوست میوه

توان در تغذیه آبزیان و ها میبه دلیل خاصیت پره بیوتیکی آن

مک ک لاکتوکوکوس گارویههای بیماریزایی مثل مقابله با باکتری

اثر اسانس آویشن باغی  3411و همکاران در سال  Zargarگرفت. 

بیماری آئروموناس هیدروفیلا در بر رشد، پاسخ ایمنی و مقاومت به 

( را Oncorhynchus mykissکمان )آلای رنگینماهی قزل

ارزیابی کردند که نتایج بیانگر اثرات مثبت اسانس یاد شده است 

(21.) Patel  های از عصاره پوست میوه 3434و همکاران در سال

جه اال، لیمو شیرین، آناناس و انار در تغذیه تیلاپیای نیل و موقپرت

ج این جستند که نتای بهره لاکتوکوکوس گارویهساختن با باکتری 

 ها به عنوانگیری صنعتی از پوست میوهمطالعه اثربخشی عصاره

 Zaheri(. عصاره شیرین بیان را 23پسماند را تأیید کرد )

Abdevand  های رشد و بر شاخص 3431و همکاران در سال

واکسینه شده با واکسن کمان آلای رنگینبازماندگی ماهی قزل

ن داد مطالعه نشا این لاکتوکوکوزیس مورد بررسی قرار دادند. نتایج

که افزودن ادجوانت مونتاناید و عصاره شیرین بیان متعاقب استفاده 

 های رشداز واکسن لاکتوکوکوزیس موجب بهبود برخی از شاخص

و  Gholamhosseini .(22گردد )کمان میآلای رنگینماهی قزل

عصاره ترخون را بر پاسخ ایمنی،  3434مکاران در سال ه

ان کمآلای رنگینفاکتورهای بیوشیمیایی خون و رشد ماهی قزل

مورد مطالعه قرار دادند و نتایج حاصله از این مطالعه نشان داد که 

تواند علاوه بر افزایش رشد ماهی، استفاده از عصاره گیاه ترخون می

(. در 24موجب بهبود فاکتورهای ایمنی و پارامترهای خونی شود )

خواص آنتی  3433و همکاران در سال  Saidای دیگر مطالعه

 های مختلف انار وهای قسمتی عصارهیباکتریا اکسیدانی و آنتی

قرار دادند. نتایج حاصل از این  ارزیابیکاج سیاه آناتولی را مورد 

توان به عنوان یک منبع مطالعه نشان داد که تمام میوه انار را می

آنتی اکسیدان و آنتی باکتریال در نظر گرفت. همچنین عصاره 

یک ترکیب آنتی باکتریال  توانمخروط کاج سیاه آناتولی را می

 (.25های ماهی دانست )نسبت به پاتوژن

مطالعات متعددی به اثربخش بودن عصاره سرخارگل اشاره 

عصاره  3411در سال  Alinezhadای دیگر کرده است. در مطالعه

سه گیاه سرخارگل، بومادران و نعناع تند را در بهبود فاکتورهای 

مورد بررسی قرار داد و نتایج خونی و ایمنی ماهی کپور معمولی 

استخراج شده از این مطالعه، بر مؤثر بودن عصاره هر سه گیاه فوق 

در  Javadianو  Khajehpour(. 26الذکر صحه گذاشته است )

های رشد، شاخص روی عصاره سرخارگل رااثر  3431سال 

هماتولوژی و ایمنی ذاتی ماهی خاویاری سیبری مورد بررسی قرار 

  Akbari(. 2۷های ذکر شده بودند )اهد بهبود شاخصدادند و ش

گیاه سرخارگل را در ماهی کفال  3411در سال  Kakoolakiو 

خاکستری مورد مصرف به صورت خوراکی قرار دادند و با باکتری 

Photobacterium damselae  مواجه ساختند. نتایج نشان از

و  ونتتأثیر مثبت گیاه سرخارگل بر کاهش تلفات ناشی از عف

 (.2۸همچنین افزایش رشد و فاکتورهای ایمنی داشت )

 باکتریایی حاصلبا توجه به اثرات ضد  گیری نهایی:نتیجه

های مرزنجوش و سرخارگل در شرایط  از ترکیب اسانس

د که رس، به نظر میلاکتوکوکوس گارویهآزمایشگاهی بر باکتری 

ط ی در شرایاستفاده ترکیبی این دو اسانس باعث افزایش کارای

شود. همچنین احتمالاً بتوان از ترکیب این دو آزمایشگاهی می

منظور ها بهبیوتیکدهنده مصرف آنتیعنوان کاهشاسانس به

پیشگیری و حتی  برای درمان بیماری لاکتوکوکوزیس استفاده 

عه تر در شرایط مزرانجام این کار، مطالعات گسترده هکرد. البته لازم

(، مشخص کردن دوز مؤثر آن، مکانیسم اثر و invivoتنی )و درون

 بررسی اثرات سوء احتمالی آن است. 
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Abstract 
BACKGROUND: There is growing evidence that resistance to antibiotics is increasing, and because of their wide 

range of negative impacts on the environment and humans, also accumulative effects in fish meat and hazards for 

humans, there have been numerous studies conducted using medicinal plants as a healthier alternative to antibiotics. 
OBJECTIVES: This study examined the antibacterial effect of two native medicinal herbs (oregano and echinacea 

mixed essential oil) on Lactococcus garvieae compared with some commercial antibiotics used in fish farms. 

METHODS: The antibacterial activities against a fish bacterial pathogen (Lactococcus garvieae) were tested using the 

disk diffusion method, followed by the determination of minimum inhibitory (MIC) and bactericidal (MBC) 

concentrations via sequential dilution of essential oil by broth micro dilution method. 

RESULTS: The results showed antimicrobial activities of mentioned mixed essential oil with MIC ≥ 6.25 μL/mL and 

MBC ≥ 12.5 μL/mL. Also, the measurements of the diameter of inhibitory zones are consistent with the results of MIC 

and MBC, indicating the positive effect of this plant mix oil Lactococcus garvieae. However, the Lactococcus garvieae 

was more sensitive to enrofloxacin (NFX 5), and sulfamethoxazole & trimethoprim (SXT) (P<0.05), but the 

combination of oregano and echinacea essential oils performed better than florfenicol (FF) despite the weaker effects 

against mentioned two antibiotics. 

CONCLUSIONS: The results approved the antibacterial activity of the mixed essential oil of oregano and echinacea 

against Lactococcus garvieae on the laboratory scale. Using these compounds as a possible substitute for antibiotic 

compounds requires more clinical studies. 
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Figure Legends and Table Captions 

Graph 1. Disc diffusion test compares antibiotics and antibiofin sensitivity against Lactococcus garviae (P<0.05). 

NFX: Enrofloxacin, SXT: Sulfamethoxazole and trimethoprim, FF: florfenicol. 

Graph 2. Colony count results of Lactococcus garvieae in different densities of antibiofin. 

Figure 2. C. The phenytoin treatment group on day 14. 

Figure 2. D. The control group on day 14. 
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 یهااورئوس یلوکوکوساستاف( بر Olea europaea .L) یتونبرگ ز یعصاره الکل یاییباکتراثر ضد

 ینیمبتلا به التهاب پستان تحت بال یگاوها یرجدا شده از ش
 

، رضا نارنجیثانی2  ، اشکان جبلیجوان3 ، حمیدرضا محمدی2  حسین شکیبا1

 یراندانشگاه سمنان، سمنان، ا ی،دانش آموخته دانشکده دامپزشک 2
 یراندانشگاه سمنان، سمنان، ا ی،دانشکده دامپزشک ی،گروه علوم درمانگاه 2
 یراندانشگاه سمنان، ا ی،دانشکده دامپزشک یی،گروه بهداشت مواد غذا 3

 

 2042آذر ماه  24 :تاریخ پذیرش، 2042مهر ماه  21تاریخ دریافت:  
 

                                                                                                                 چکیده

 

ل این ترین عواماز مهم استافیلوکوکوس اورئوسکند. باکتری های اقتصادی مزارع گاو شیری ایفا میالتهاب پستان تحت بالینی نقش مهمی در زیان :زمینۀ مطالعه

راهکار مناسبی  دتوانمی های گیاهیبیوتیکبیوتیکی است و استفاده از آنتیهای سنتتیک دارای عوارضی مانند مقاومت آنتیبیوتیکبیماری بوده که درمان آن با آنتی

 باشد. برای کاهش این عوارض جانبی 

جداسازی شده از شیر گاوهای مبتلا به التهاب پستان تحت بالینی به منظور  استافیلوکوکوس اورئوسن بر تعیین حداقل غلظت مهاری عصاره الکلی برگ زیتو: هدف

 دستیابی به یک درمان دارویی گیاهی. 

راس  04آزمون کالیفرنیایی ها اخذ گردید و با استفاده از راس گاو ماده نژاد هلشتاین انجام گرفت. نمونه شیر به روش استریل از گاو 271مطالعه حاضر روی : کارروش

وش های مثبت جداسازی گردید. سپس به ربه روش کشت از نمونه استافیلوکوکوس اورئوسگاو مبتلا به التهاب پستان تحت بالینی تعیین شدند. نمونه باکتری 

 جدا سازی شده تعیین شد.  میکرودایلوشن حداقل غلظت مهاری عصاره الکلی برگ زیتون بر باکتری

استافیلوکوکوس شیر موارد مثبت، باکتری  مورد نمونه 20راس گاو در آزمون کالیفرنیایی التهاب پستان مثبت بودند که از  04راس گاو مورد مطالعه،  271از  :نتایج

 پی پی ام بود.  22444 استافیلوکوکوس اورئوسجداسازی گردید. حداقل غلظت مهاری عصاره الکلی برگ زیتون  اورئوس

مولد التهاب پستان است و حداقل غلظت مورد نیاز برای بروز این اثر  استافیلوکوکوس اورئوسباکتریایی بر  الکلی برگ زیتون دارای اثر ضد عصاره: نهایی یگیرنتیجه

ؤثره ان تحت بالینی گاو و بررسی مواد ماثرات این گیاه بر سایر عوامل باکتریایی التهاب پست باشد. اما در آینده به مطالعات بیشتری در زمینهپی پی ام می 22444

 موجود در عصاره نیاز است.

 التهاب پستان، زیتون، شیر، گاو استافیلوکوکوس اورئوس، :کلیدی کلمات

 .است آزاد منبع ذکر با کامل استفاده یبرا نشر و عیتوز ،یبرداریکپ آزاد؛ یدسترس: یدامپزشک قاتیتحق © تیرایکپ

 دانشگاه تهران.ناشر: مؤسسه انتشارات 

 یراندانشگاه سمنان، سمنان، ا ی،دانشکده دامپزشک ی،گروه علوم درمانگاه ،یمحمد یدرضاحم: مسئول سندهینو
 

مقدمه

های مزارع گاو شیری التهاب پستان یکی از زیان آورترین بیماری

است و فرم تحت بالینی این بیماری به علت پنهان ماندن از چشم 

مدار سبب ضررهای اقتصادی سنگینی ناشی از کاهش تولید شیر، دا

ها، مشکلات دور ریختن شیر، مستعد شدن دام به سایر بیماری

استافیلوکوکوس (. باکتری 2شود )تولید مثلی و حذف دام می

ترین عوامل باکتریایی التهاب پستان تحت بالینی از مهم اورئوس

سیلیناز به درمان با برخی از آنتی بوده که با داشتن آنزیم پنی

های خانواده بتالاکتام مقاوم است. دامپزشکان تا به امروز بیوتیک

پستان  های سنتتیک بر ورمبیوتیکاند تا با استفاده از آنتیکوشیده

با  (.2ند )فائق آی استافیلوکوکوس اورئوستحت بالینی ناشی از 
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یوتیکی و باقی مانده بتوجه به عوارض جانبی بالا، مقاومت آنتی

های سنتتیک استفاده از ترکیبات گیاهی بیوتیکدارویی آنتی

تواند به عنوان راه حل مناسبی در جهت درمان التهاب پستان می

(. 3مطرح گردد ) استافیلوکوکوس اورئوستحت بالینی ناشی از 

داروهای گیاهی دارای طیف متنوعی از اثرات درمانی و حداقل 

توان از آنان به عنوان وده و علاوه بر این امر میاثرات جانبی ب

راهکاری مناسب در مقابله با مقاومت دارویی استفاده نمود. در 

ه توان با استفادضمن با توجه به تنوع پوشش گیاهی در ایران می

از این ترکیبات در جهت حمایت از تولید ملی و کاهش واردات 

 Olea europaeaم علمی (. زیتون با نا0دارویی نیز بهره جست )
نعناسانان است. این گیاه بومی سوریه و جنوب  گیاهی از راسته

ترکیه بوده و امروزه در تمام نقاط دنیا که دارای آب و هوای 

(. در متون سنتی 1گیرد )ای هستند، مورد کشت قرار میمدیترانه

به خواصی همچون درمان تب ناشی از مالاریا به دنبال مصرف گیاه 

(. طی مطالعات علمی اثرات 0تون اشاره گردیده است )زی

( برگ 9( و کاهندگی فشار خون )1(، ضدالتهابی )7میکروبی )ضد

این گیاه به اثبات رسیده و طی مطالعاتی اثر ضدباکتریایی عصاره 

نشان داده شده است  استافیلوکوکوس اورئوسبرگ زیتون بر 

غلظت مهاری یا  تعیین حداقل حاضر (. هدف از مطالعه24،22)

استافیلوکوکوس عصاره الکلی برگ زیتون بر  MICهمان 
های جداسازی شده از گاوان مبتلا به التهاب پستان تحت اورئوس

جهت دستیابی به داروی گیاهی مؤثر علیه التهاب پستان   بالینی

 باشد. می

 کار مواد و روش

کیلوگرم برگ زیتون در  2پس از تهیه تهیه عصاره: 

از شهر سمنان، این گیاه به تأیید واحد  2390ین ماه سال فرورد

سسه تحقیقات جهاد کشاورزی شهرستان ؤهای گیاهی مپژوهش

سمنان رسید و پس از خشک شدن در سایه، گیاه مذکور به وسیله 

 21هاون به صورت پودر درآورده شد. پودر حاصل شده به مدت 

صد قرار گرفت و به در 14در متانول  1به  2دقیقه با رعایت نسبت 

روز بر روی شیکر قرار داده شد. سپس محلول به دست  1مدت 

صاف گردید و محلول  2آمده با استفاده از کاغذ صافی واتمن شماره 

عبور کرده از صافی با دستگاه تبخیر تحت خلاء )روتاری( خشک 

های تیره و گشت. عصاره به دست آمده تا زمان استفاده در شیشه

(. در زمان آزمایش با 22شد )گراد نگه داری ه سانتیدرج 0دمای 

آبگوشت میلی لیتر محیط  0گرم از عصاره در  2/4مخلوط کردن 

BHI  درصد  1حاویDMSO  پی  14444استوک اولیه با غلظت

( و با توجه به مطالعات صورت گرفته بر 23پی ام به دست آمد )

های از غلظت (،22اثرات ضدمیکروبی عصاره الکلی برگ زیتون )

21 ،32 ،02 ،221 ،214 ،144 ،714 ،2444 ،2444 ،0444 ،

پی پی ام در مطالعه حاضر  24444، 20444، 22444، 1444

 استفاده گردید.

حجم نمونه در مطالعه حاضر بر اساس فرمول گیری: نمونه

و  Islamو با توجه به مطالعه  2P)/d-.P(12[n= Z[کوکران 

 dو  Z ،P( که مقادیر 20تعیین گردید ) 2422همکاران در سال 

درصد در نظر گرفته شد و با توجه به  1و  3/4، 90/2به ترتیب 

جمعیت هدف، حجم نمونه محدود محاسبه گردید که عدد به دست 

ای از گاوهای های شیر به صورت خوشهبود. نمونه 342آمده برابر با 

گاوداری صنعتی شهرستان سمنان تهیه هلشتاین به ظاهر سالم از 

شد. در هنگام نمونه هر گاو از لحاظ عدم وجود التهاب در پستان 

ها، عدم مشاهده لخته در شیر هر چهار کارتیه، فقدان و کارتیه

( مورد CMTعلائم بالینی بیماری و تست کالیفرنیایی ورم پستان )

سته کامل شقرار گرفت. بدین صورت که کارتیه به صورت  ارزیابی

درصد ریخته شده روی پنبه استریل ضدعفونی  74شد و با الکل 

گردید. پس از خشک کردن کارتیه با حوله استریل یک بار مصرف، 

لیتر شیر میلی 24سه دوشش ابتدایی سرپستانک دور ریخته شد و 

(. هر نمونه شیر اخذ 21های استریل جمع آوری گردید )در لوله

گراد به درجه سانتی -0ت شرایط دمایی شده بلافاصله با رعای

 آزمایشگاه دانشکده دامپزشکی دانشگاه سمنان انتقال داده شد. 

شیر مربوط به  در آزمایشگاه هر نمونهجداسازی باکتری: 

 24ثانیه ورتکس گردید و  24به مدت  CMTکارتیه مثبت در 

شت لیتر آبگومیلی 94لیتر از آن با رعایت شرایط استریل به میلی

مخلوط حاصله به مدت یک دقیقه بر  و پپتون واتر افزوده گشت

ساعت در گرمخانه با  20روی شیکر گذاشته شد و سپس به مدت 

 ها ازگراد قرار گرفت. پس از این مدت نمونهدرجه سانتی 37دمای 

های برد پارکر آگار کشت انکوباسیون خارج شده و از آنان در محیط

های مثبت شده اعته به عمل آمد. نمونهس 01خطی و انکوباسیون 

های سیاه کهربایی احاطه در محیط مذکور که به صورت کلونی

 استافیلوکوکوس اورئوسای سفید بودند به عنوان شده با حاله

احتمالی در نظر گرفته شدند و برای خالص سازی تحت کشت در 

ساعت  20محیط نوترینت آگار قرار گرفتند. کشت مذکور به مدت 

های رشد خانه گذاری شد. کلنیگراد گرمدرجه سانتی 37در دمای 

 وساستافیلوکوکوس اورئکرده در این محیط با هدف تفریق باکتری 

های جنس استافیلوکوکوس تحت بررسی مرفولوژیک از سایر گونه
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، DNaseهای بیوشیمیایی کاتالاز، کوآگولاز. اکُسیداز، و آزمون

یتول قرار گرفتند. در بررسی مان-Dتولید استون و تخمیر 

گ ای، رنمرفولوژیک پس از تهیه گسترش بر روی اسلاید شیشه

با ظاهر گرد، بنفش و  های باکتریاییآمیزی گرم از وجود سلول

ای حکایت داشت که نمایی شبیه به خوشه انگور را در ذهن خوشه

(. جهت ذخیره سازی باکتری هر نمونه، 20کرد )بیننده تداعی می

براث به  BHIدر محیط  استافیلوکوکوس اورئوس تأیید شدهگنه پر

 1/4لیتر از آن با میلی 1/2ساعت انکوبه شد، سپس  20مدت 

 یزردر فرتا زمان آزمایش  لیتر گلیسیرین مخلوط گردید ومیلی

 (. 27) شد ینگهدارگراد انتیدرجه س -24

های مختلف عصاره الکلی برگ غلظتطراحی آزمایش: 

، 2444، 2444، 714، 144، 214، 221، 02، 32، 21زیتون )

پی پی ام( در محیط  24444، 20444، 22444، 1444، 0444

( به روش MICآزمایشگاهی برای تعیین حداقل غلظت بازدارنده )

ورد ماستافیلوکوکوس اورئوس میکرودایلوشن بر روی باکتری 

نده عصاره های تحت بازدارچنین غلظتقرار گرفت. هم ارزیابی

 الکلی برگ زیتون بر منحنی رشد باکتری مذکور نیز بررسی شد.

جهت تهیه میزان تلقیح تهیه میزان تلقیح باکتری: 

برده و در  BHIباکتری از کشت استوک به داخل محیط آبگوشت 

خانه گذاری ساعت گرم 21گراد به مدت درجه سانتی 27دمای 

 37شد. سپس از کشت اول کشت مجددی داده شد و در دمای 

خانه گذاری شد. از کشت ساعت گرم 21گراد به مدت درجه سانتی

لیتر میلی 0دوم مقادیر مختلفی به داخل لوله کووتی که حاوی 

در طول  2/4استریل بود، منتقل شد تا جذب نوری  BHIآبگوشت 

لیتر از میلی 2نانومتر به دست آید. سپس با انتقال  044ج مو

لیتر آب میلی 9سوسپانسیون باکتریایی داخل کووت، به لوله حاوی 

تهیه شد و پس از کشت  24-0های متوالی تا درصد رقت 2/4پپتونه 

ر لیتآگار میزان غلظت باکتری در هر میلی BHIسطحی در محیط 

محاسبه شد. با  2/4وری معادل سوسپانسیون باکتری با جذب ن

مشخص شدن این عدد هر گاه که سوسپانسیون باکتریایی با جذب 

تهیه شود، تعداد باکتری در آن معادل عدد محاسبه شده  2/4نوری 

های دلخواه را تهیه نمود. توان از این سوسپانسیون غلظتبوده و می

ت ق کشالبته در هر مورد تعداد دقیق باکتری تلقیح شده از طری

 (.21زمان باکتری و شمارش تعداد کلونی محاسبه شد )هم

تعیین حداقل غلظت بازدارنده رشد به روش 

در مطالعه حاضر، جهت تعیین حداقل غلظت میکرودایلوشن: 

خانه با چاهک  90بازدارنده رشد به روش میکرودایلوشن از پلیت 

الی ی متوهامیکرولیتر استفاده گردید. غلظت 344ته گرد و با حجم 

، 714، 144، 214، 221، 02، 32، 21از عصاره الکلی برگ زیتون )

پی پی  24444، 20444، 22444، 1444، 0444، 2444، 2444

تهیه شد. سپس  DMSOدرصد  1حاوی  BHIام( در آبگوشت 

خانه انتقال  90های میکرولیتر از عصاره به هر چاهک از پلیت 244

وسپانسیون باکتریایی )با غلظت میکرولیتر از س 22داده شد و تا 

باکتری در هر میلی لیتر( در هر چاهک  CFU 124  ×1تقریبی 

دقیقه توسط  2(. محتویات هر چاهک به مدت 29اضافه گردید )

Plate Reader  مجهز به شیکر مخلوط شد. سپس جذب نوری با

درجه  31در زمان صفر و با طول موج  Plate Readerاستفاده از 

گذاری خانهگذاری شدند و بعد از اتمام گرمخانهگرم گرادسانتی

ها به صورت چشمی مشاهده کدورت یا عدم کدورت در چاهک

خانه گذاری توسط گردید و با جذب نوری خوانده شده بعد از گرم

Plate Reader  تأیید شد. روش کار بدین صورت بود که افزایش

ت به زمان صفر نسب 2/4تر یا مساوی جذب نوری به میزان بزرگ

رشد باکتری و ایجاد کدورت و اولین غلظت عصاره که  یبه معن

( در MICفاقد کدورت بود، به منزله حداقل غلظت بازدارنده رشد )

 (.24نظر گرفته شد )

بررسی اثر عصاره الکلی برگ زیتون بر نمودار رشد 

 یتحت بازدارنده عصاره الکل یهاحله اثر غلظترماین در باکتری: 

 20 یدر ط اورئوس لوکوکوسیاستاف یبر رشد باکتر تونیز برگ

 استفاده شاملمورد  ایهتظغل گرفت. قراری ساعت مورد بررس

 24 بدین صورت که بودند. پی پی ام 1444و  0444، 2444

مذکور در لوله  یهاشده با غلظت هیته یهااز محلول تریلیلیم

 حاوی ونیاز سوسپانس تریکرولیم 244شد  و  ختهیر لیاستر
124×1 cfu  ها در . لولهدیبه هر لوله اضافه گرددر هر میلی لیتر

، 0، 2و در ساعات صفر،  ندانکوبه شد گرادسانتی درجه 31 یدما

آگار قرار  BHI طیدر محیی تاتحت کشت سه 20و  22، 24، 1، 0

درجه  31 یساعته در دما 20گذاری خانهگرم کیگرفتند و پس از 

 بر حسبها تعداد باکتریها شمارش و یتعداد کلون، گرادسانتی

cfu/ml (.29) دیثبت گرد 

های حاصل از بررسی اثر عصاره بر دادهتحلیل آماری: 

نمودار رشد باکتری به روش رگرسیون خطی مدل سازی گردیدند 

 طرفه و تست تکمیلیو شیب نمودارها به روش آنالیز واریانس یک

 شدند. د مقایسهدرص 91توکی در سطح اطمینان 
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های ساعت پس از افزودن غلظت 20روند رشد باکتری در طول  .1 نمودار

 مختلف بازدارنده رشد باکتری.

 نتایج

 271 مطالعه حاضردر  نتایج مربوط به جداسازی باکتری: 

راس با سلامت  04راس گاو مورد مطالعه قرار گرفت که از این تعداد 

بالینی دام، در آزمون کالیفرنیایی شیر مثبت و مشکوک به ورم 

پستان تحت بالینی اعلام شدند. طی بررسی آزمایشگاهی بر 

 استافیلوکوکوس اورئوسنمونه عامل  20های مشکوک، از نمونه

 جداسازی گردید. 

های در تمام نمونهعصاره:  MICوط به تعیین نتایج مرب

پی  22444حاوی گوده  استافیلوکوکوس اورئوسمثبت از لحاظ 

 نیهمچن .بود کدورتپی ام از عصاره برگ زیتون، اولین گوده فاقد 

در طول  پلیت خوانتوسط دستگاه  یحاصل از جذب نور یجنتا

 یشممشاهده چ با نتایج پس از انکوباسیونقبل و نانومتر  044موج 

 خوانی داشت. هم هایتپل

نتایج مربوط به اثر عصاره بر روند رشد باکتری: 

پی پی ام نسبت به گروه کنترل سبب  1444و  0444های غلظت

 20در طول  استافیلوکوکوس اورئوسدار رشد باکتری مهار معنی

پی پی ام نسبت به گروه  2444(. غلظت >41/4Pساعت گردیدند )

( و فاقد اثر مهاری بر <41/4Pداری نداشت )ف معنیکنترل اختلا

 (.2نمودار ساعت بود ) 20رشد باکتری در طول 

 بحث

مشخص گردید که عصاره الکلی برگ زیتون  حاضر در مطالعه

جدا سازی از شیر  استافیلوکوکوس اورئوسنسبت به باکتری 

ی دارای اثر ضدباکتریای گاوهای مبتلا به ورم پستان تحت بالینی،

وابسته به دز است و حداقل غلظت مورد نیاز از عصاره الکلی این 

باشد. پی پی ام می 22444برگ برای مهار رشد باکتری مذکور 

روزول، یت یدروکسیشامل ه فنلی برگ زیتون سرشار از ترکیبات

د، یاس ید، وانیلیکاس یککومار-ید، پیاس تیروزول،کافئیک

 ید،اسکوزورب ین،روت یئوسمتین،د اولئوروپین، لوتئولین،وانیلین، 

-7یئوسمتینو د گلوکوزید-7یژنینآپ ید،گلوکوز-7ینلوتئول

 به تونبرگ زیدر فنلی  اتترکیبسهم  بوده و بیشترین یدگلوکوز

 که تعلق داردتیروزول هیدروکسی واولئوروپین 

 (. 22) تیروزول پیش ساز اولئوروپین استهیدروکسی

و  2447و همکاران در سال  Fattouch مطالعه طی دو

Estevinho مشخص گردید که  2441همکاران در سال  و

(. 22،23) باشندمیترکیبات فنولی دارای خاصیت ضد میکروبی 

نشان دادند که  2449و همکاران در سال  Domanهمچنین 

ها اثر وسیله اثر بر سطح غشای میکروارگانیسمترکیبات فنولی به

(. پس با توجه به 20نمایند )یکروبی خود را اعمال میضد م

توان خاصیت آنتی بیوتیکی عصاره الکلی برگ مطالعات مذکور می

 زیتون را به ترکیبات فنلی موجود در آن نسبت داد. 

مشخص  2424در سال و همکاران  Acar بر اساس مطالعه

 یگرم مثبت اثر بهتر یهایبر باکتر یاهیگ یهاکه عصاره گردید

 طی مطالعه نیهمچن(. 21) دارند یگرم منف یهاینسبت به باکتر

Kalemba و Kunicka  سطح مشخص گردید که  2443در سال

 یرم منفگ یهایباکتری دیساکار یلپپویل یسلول وارهید لیدروفیه

اما در  کندیها عمل مکیوتیب یدر برابر آنت سدیبه عنوان 

 یلولس وارهید یبه راحت یکروبیگرم مثبت، مواد ضد م یهایباکتر

توان گفت که ممکن است (. بنابراین می20) دنماینیم بیرا تخر

های گرم مثبت از جمله عصاره برگ زیتون بر باکتری

در مقایسه با عوامل باکتریایی گرم منفی  استافیلوکوکوس اورئوس

 اشد. اشته باثربخشی بیشتری د اشریشیاکلی ورم پستان مانند

 2449و همکاران در سال  Sudjana اساس مطالعهبر

مشخص گردید که عصاره برگ زیتون دارای خاصیت ضد میکروبی 

گونه  21میکروبی عصاره این برگ بر است. بدین صورت که اثر ضد

های استافیلوکوکوس، لیستریا، میکروبی از جمله گونه

 کاندیدیا به روش براث هایی مثللاکتوباسیلوس، سالمونلا و قارچ

کدام ارایه گردید.  مربوط به هر MICمیکرودایلوشن بررسی و 

که  ندنشان داد 2449و همکاران در سال  Sudjana علاوه بر این

بت به ها نستری بر باکتریعصاره برگ زیتون اثر ضدمیکروبی قوی

های ها هم بر باکتریدارد و در میان باکتری هاقارچ

ت به سایر و هلیکوباکتر نسب ،  کمپیلوباکتراستافیلوکوکوس اورئوس

دیگری  (. طی مطالعه27های باکتریایی مؤثرتر است )گونه
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Pereira  اثر ضد میکروبی عصاره آبی  2447و همکاران در سال

استافیلوکوکوس اورئوس، باسیلوس های برگ زیتون بر باکتری
کلی، سودوموناس سرئوس، باسیلوس سوبتیلیس، اشریشیا

کاندیدیا  و کاندیدیا آلبیکنزهای و قارچ آئروژناس، کلبسیلا پنومونیه
د که برگ زیتون بر این شبررسی گردید و مشخص  نئوفورمنس

ها ها اثر بازدارندگی رشد دارد که این اثر در باکتریمیکروارگانیسم

ت های تح. همچنین در بین باکتریبودها بیشتر نسبت به قارچ

استافیلوکوکوس اورئوس، باسیلوس سوبتلیس، های رسی، باکتریبر
 (. در مطالعه21تر بودند )و سودوموناس حساس کلبسیلا پنومونیه

Rafiei  های اثر ضدمیکروبی عصاره 2422و همکاران در سال

متانولی، استونی و آبی برگ گیاه زیتون به روش براث 

وس اورئوس، استافیلوکوکهای میکرودایلوشن بر باکتری
مورد مطالعه قرار گرفت و نشان داده  کلی، سالمونلا تیفیاشریشیا

ها، شد که این گیاه ضمن داشتن اثر آنتی بیوتیکی بر این باکتری

اشته د استافیلوکوکوس اورئوسبیشترین اثر مهاری را بر باکتری 

است و عصاره الکلی نسبت به عصاره آبی از اثربخشی بالاتری 

ت به طوری که حداقل غلظت بازدارندگی رشد این برخوردار اس

(. به همین دلیل در 29گیاه با عصاره الکلی نصف عصاره آبی بود )

و  Chirinosاین مطالعه از عصاره الکلی استفاده شد. در ضمن 

دلیل قطبیت بالا و نشان دادند که آب به 2447همکاران در سال 

ات رای انحلال ترکیبدلیل غیر قطبی بودن حلال خوبی باستون به

در سال و همکاران  Sudjana (. در مطالعه34باشند )فنولی نمی

2449 ،MIC  عصاره الکلی برگ زیتون برای باکتری

 ولیتر گرم بر میلیمیلی 1/22تا  1/4بین  استافیلوکوکوس اورئوس

ها اثر داشته درصد نمونه 94حداقل غلظت بازدارندگی رشد که بر 

(. در 27لیتر برآورد شد )گرم بر میلیمیلی 1/22( 90MICاست )

 استافیلوکوکوسعصاره الکلی برگ زیتون بر  MICمطالعه حاضر 
گرم بر میلی 22جدا شده از ورم پستان تحت بالینی گاو  اورئوس

 خوانینتایج دو مطالعه همبا پی پی ام( بود که  22444لیتر )میلی

دارند و اختلافات اندکی که در میزان عصاره لازم برای تأثیر بر 

تواند ناشی از تفاوت شود میباکتری در مطالعات مختلف دیده می

در ترکیب عصاره باشد زیرا ترکیبات یک گیاه ممکن است بسته به 

ناحیه جغرافیایی، سن گیاه، فصل و روش استحصال عصاره 

و همکاران در  Gerrits. همچنین (2،20)وش تغییر گردد دستخ

در  هانشان دادند که نتایج حاصل از حساسیت باکتری 2440سال 

 inتنی )شرایط طبیعی و درون شرایط آزمایشگاهی را نباید به

vivo تعمیم داد زیرا ممکن است میزان حساسیت باکتری نسبت )

 (. 32تنی متفاوت باشد )بیوتیک در شرایط درونبه یک آنتی

به طور کلی نتایج مطالعه حاضر نشان  گیری نهایی: نتیجه

پی پی ام عصاره الکلی برگ زیتون بر  22444داد که غلظت 

ر ایجادکننده التهاب پستان تحت بالینی اث اورئوس استافیلوکوکوس

تواند به عنوان یک ترکیب دارویی ارزان و در مهاری دارد که می

های ناشی از عامل دسترس در درمان التهاب پستان

مورد استفاده قرار گیرد. حال پیشنهاد  استافیلوکوکوس اورئوس

ک طی یگردد که اثر ضدمیکروبی عصاره الکلی برگ زیتون می

کارآزمایی بالینی در گاوهای مبتلا به التهاب پستان تحت بالینی 

بر  قرار گیرد و علاوه ارزیابیمورد  استافیلوکوکوس اورئوسناشی از 

های این اثر ضد میکروبی عصاره الکلی برگ زیتون بر سایر پاتوژن

مولد التهاب پستان گاو شیری، اجزاء مختلف مؤثره این گیاه نیز 

 مورد مطالعه واقع شود.

 یسپاسگزار

 مییو ش یمرکز یشگاهاز زحمات کارشناسان آزما بدینوسیله

 یدانشگاه سمنان تشکر و قدردان یدانشکده دامپزشک ییمواد غذا

 شود. یم
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Abstract 
BACKGROUND: Subclinical mastitis plays an important role in the economic losses of dairy cattle farms. 

Staphylococcus aureus is one of the most important causes of this disease. Treatment of this disease with synthetic 

antibiotics has complications like antibiotic resistance. Using herbal antibiotics can be an excellent way to reduce these 

side effects. 

OBJECTIVES: This study aimed to determine the minimum inhibitory concentration of alcoholic extract of olive leaf 

on Staphylococcus aureus isolated from milk of cows with subclinical mastitis to achieve herbal treatment. 

METHODS: This study was conducted on 175 Holstein female cattle. The milk samples of 60 cows were obtained 

with the sterilized method, and Subclinical mastitis-positive cases were determined using the California mastitis test. 

Staphylococcus aureus bacteria were isolated from positive samples by culture method, and the minimum inhibitory 

concentration of olive (Olea europaea L.) leaves alcoholic extract on isolated bacteria was determined by microdilution 

method. 

RESULTS: From 175 cows under study, 60 cows had a positive California mastitis test, and Staphylococcus aureus 

separated from milk samples of 14 cows. The minimum inhibitory concentration of olive (Olea europaea L.) leaves 

extract on this bacterium was 12000 ppm. 

CONCLUSIONS: Alcoholic extract of olive (Olea europaea L.) leaves has an antimicrobial effect on Staphylococcus 

aureus as a cause of mastitis. The minimum concentration required for this effect was 12000 ppm. Further studies on 

the impact of this plant on other bacterial causes of subclinical mammary inflammation in cows and investigation of 

the effective substances in the extract are needed. 

Keywords: Cattle, Mastitis, Milk, Olive, Staphylococcus aureus 
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Figure Legends and Table Captions 

Diagram 1. The process of bacterial growth during 24 hours after adding different concentrations of bacterial growth 

inhibitor.  

10.22059/jvr.2022.335938.3218 

 

 

Shakiba H, Mohammadi H R, Jebelli Javan A, Narenji Sani R. Antibacterial Effect of Olive Leaf (Olea europaea. L) 

Alcoholic Extract on Staphylococcus aureus Isolated from Milk Sample of Cows with Subclinical Mastitis. J Vet 

Res, 2023; 77(4): 221-227. doi: 10.22059/jvr.2022.335938.3218 

Journal of Veterinary Research 

J Vet Res, Volume 77, Number 4, 2023 

Homepage: jvr.ut.ac.ir 

Online ISSN: 2251-6190 

 
Original Article University of Tehran Press 

 

mailto:hshvet216@gmail.com
mailto:hr.mohammadi@semnan.ac.ir
mailto:jebellija@profs.semnan.ac.ir
mailto:rezasani_vet@semnan.ac.ir
https://doi.org/10.22059/jvr.2022.335938.3218
https://doi.org/10.22059/jvr.2022.335938.3218
https://doi.org/10.22059/jvr.2022.335938.3218
http://www.jvr.ut.ac.ir/


 

Journal of Veterinary Research 

222 

 تحقیقات دامپزشکیمجله 
 229-238، 1401 ،4شماره  ،77دوره 

 

Homepage: jvr.ut.ac.ir 

 6190-2251شاپا الکترونیکی: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  یککننده ل یقبه رق یمیکلس یباتاسپرم خروس با افزودن ترک یفیک یحفظ پارامترها

 ساعت 72به مدت 
 

، سینا نادری1  ، اسعد وزیری2 ، امجد فرزینپور2  پرند فرزام1

 یراندانشگاه کردستان، کردستان، ا ی،دانش آموخته دانشکده کشاورز 1
 یراندانشگاه کردستان، کردستان، ا ی،دانشکده کشاورز ی،گروه علوم دام 2

 

 1031آبان ماه  22 :تاریخ پذیرش، 1031شهریور ماه  03تاریخ دریافت:  
 

                                                                                                                 چکیده

 

 شود.کاهش تحرک اسپرم و افت کیفیت مایع منی میگراد باعث درجه سانتی 0گان در دمای ذخیره سازی منی پرند :زمینۀ مطالعه

اسپرم منی  تحرک پیشرونده جنبایی و میزانبر ( 2CaCl( و کلسیم کلراید )CG(، کلسیم گلوکونات )CMPتعیین اثر افزودن ترکیبات کلسیمی: کلسیمافور ): هدف

 گراد یخچال بود.درجه سانتی 0خروس نگهداری شده در دمای 

میلی مولار به رقیق  3355/3و  355/3، 55/3های هفته استفاده شد. ترکیبات مختلف کلسیمی در غلظت 05قطعه خروس نژاد لاری  5ه حاضر از در مطالع: کارروش

خچال خل یحرارتی تا دمای نگهداری خنک گردید و سپس به دا شوکپس از تیمار بندی جهت جلوگیری از ایجاد های منی رقیق شده نمونهکننده لیک اضافه شدند. 

بودند مانند: جنبایی، تحرک پیش رونده به صورت چشمی با استفاده از لنز  رهایی که از اهمیت بیشتر برخورداگراد انتقال داده شد. فراسنجهدرجه سانتی 0با دمای 

ت سلولی با تس ءفرمالین سیترات، سلامت غشا نگروزین، درصد سلامت آکروزوم به روش-آمیزی ائوزین رنگمیکروسکوپ نوری، زنده مانی با استفاده از روش  03

 گراد، مورد ارزیابی قرار گرفت.درجه سانتی 0ساعت بعد از نگهداری در دمای  22وتیلین در پری ءواکنش اسپرم غشا هایپواسموتیک، میزان پراکسیداسیون لیپید و

مانی، جنبایی داری بر پارامترهای زندهثیر معنیأساعت توانست ت 22استفاده شده بعد از  هایدست آمده ترکیبات مختلف کلسیم در اکثر غلظتهبر اساس نتایج ب :نتایج

 (.>35/3Pدهد ) و تحرک پیش رونده نشان

و  355/3، 55/3های اسپرمی در گروه شاهد بعد از این مدت نگهداری در یخچال کاهش یافت ولی اضافه کردن کلسیم گلوکونات )اکثر فراسنجه: نهایی گیرینتیجه

 های کیفی اسپرم خروس گردید.( به رقیق کننده منی سبب حفظ شاخص3355/3و  355/3، 55/3( و کلسیم کلراید )3355/3و  355/3، 55/3(، کلسیمافور )3355/3

 مانی، کلسیماسپرم، تحرک، خروس، زنده :کلیدی کلمات

 .است آزاد منبع ذکر با کامل استفاده یبرا نشر و عیتوز ،یبرداریکپ آزاد؛ یدسترس: یدامپزشک قاتیتحق © تیرایکپ

 ناشر: مؤسسه انتشارات دانشگاه تهران.

 یراندانشگاه کردستان، کردستان، ا ی،دانشکده علوم کشاورز ی،گروه علوم دام ،پورینامجد فرز: مسئول سندهینو
 

مقدمه

رغ م یهاگله باروری کاهش طیور صنعت اساسی مشکلات از یکی

 یدیلصفات تو بهبود یانجام شده برا یکیانتخاب ژنت یلمادر به دل

(. 1)باشند یم یبا بارور یرابطه منف یصفات دارا یناست که ا

 ریعس رشد با هاییجوجه تولید راستای در هالاین ژنتیکی انتخاب
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ساعت  یکنشده باشد پس از گذشت  یقکه رق یطیشراپرندگان در 

اسپرم  هایکننده رقیق(. لازم است که 8) یابدیبه شدت کاهش م

(. مواد 2)یند نما یجادسلول ا یرا برا یمتعادل و حفاظت یطشرا

 بسزایی نقش دارایاسپرم  سلول فعالیت و باروری در یمعدن

و  دکنیم یکاسپرم را تحر یحرکت یتفعال یم(. کلس13)هستند 

 یاهیپا نقش تخمک سلول ءغشا بااسپرم  یدر واکنش آکروزوم

 لقاح کننده شروع جزء نیترمهم جزو توانیم یحدود تا و داشته

 اسپرم تحرک به فقط کلسیم نقش(. 11) باشدنر و ماده  سلول دو

 ماسپر پذیری ظرفیت در کلسیم که شده گزارش و نشده محدود

 شبکه یک سازی فعال شامل فرآیند این(. 12)دارد  نقش هم

 اگزوسیتوز(. 10،10)است  پیچیده سلولی درون سیگنالینگ

 است کلسیم به وابسته اگزوسیتوز رویداد یک( AE)آکروزومی 

 میکلسی هایکانال شدن باز که است ضروری نکته این ذکر(. 15)

 کانال دو(. 15) شوندمی AE متعاقباً و ظرفیت ایجاد باعث اسپرم

 ورود که ،Orail کانال: کندیم میتنظ را نرها باروری کلسیمی

 که ،Catsper کانال و کندیم میتنظ را مخازن به میکلس

 ونی نیا غلظت و است اسپرم در یمیکلس یهاکانال نیترگسترده

 کانال یک Catsper کانال(. 12) کندیم کنترل یسلول داخلرا در 

 وابسته و pH به وابسته نفوذ، قابل اسپرمدر  یمیکلس یاختصاص

 یوتاکسکم اسپرم، تاژک تیفعال شروع یبرا که است نییپا ولتاژ به

 است، یضرور آکروزوم واکنش و یساز تیظرف تخمک، سمت به

 داخل به میکلس ورود به ازین یکیولوژیزیف یدادهایرو نیا همه

 فعال شیب تحرک پستانداران، شتریب در. باشندیم اسپرم یهاسلول

 یفضا از ای اسپرم توپلاسمیس به میکلس هجوم به یبستگ اسپرم

 ن،یبنابرا دارد یسلول درون یهااندامک از شدن آزاد ای یسلول خارج

 (.18) کندیم کنترل را اسپرم یشنا رفتار حداقل، ،Catsper کانال

 میتنظ فلاژل داخل میکلس راتییتغ با تاژک و هامژه تحرک

 حرکت میکلس آن توسط که یمولکول سمیمکان حال، نیا با. شودیم

 کنترل با را تاژک حرکت میکلس.است ناشناخته کندیم کنترل را

 جفت و کندیم میتنظینین دا بر یمبتن کروتوبولیم لغزش

 نقش زین میتنظ نیا در یشعاع یبازوها و یمرکز کروتوبولیم

 است ممکن نیکالمودول به وابسته 2 نازیک و نیکالمودول. دارند

 یهارهپ و یمرکز دستگاه کهنیا و باشند میکلس گنالیس واسطه

(. 12) هستند میکلس یدهگنالیس ریمس یدیکل یاجزا یشعاع

 هشج یهاسلول در نینئیدا بر مبتنی میکروتوبول لغزش سرعت

 لیدتع در را میکلس نقش وب،یمع یمرکز دستگاه یکه دارا افتهی

 با ییهابافر که است داده نشان مطالعات. کرد دأییتینین دا تیفعال

 در مالنر باًیتقر سطوح به راینین دا تیفعال بالا، میکلس غلظت

 هستند یمرکز دستگاه فاقد کاملاً که افتهی جهش یهاآکسونم

 شیافزا با یخط صورت بهینین دا تیفعال ن،یا بر علاوه. بازگرداندند

 به ارننامتق موج تصویر رییتغ رایز ابدییم شیافزا میکلس غلظت

 اتفاق میکلس شیافزا با یناگهان یحدود تا میکلس از یناش متقارن

 یواحدها ریز یدارا تاژک آکسونمال های(. داینین23) افتدیم

Ca2+-binding میکلس ونی توسط ماًیمستق احتمالاً و هستند 

 یادار زین نینیدا یرونیب یبازو یاجزا از یکی. شوندیم میتنظ

 نام به دیگری پروتئین(. 21) است میکلس ونی اتصال یهامحل

 مینظت کی که دارد وجود نینیدا یرونیب یبازو در زین کالاکسین

  (.22) است میکلس بالقوه کننده

 باشدیم یمکلس یون اتصال یبرا  محل چندین دارای اسپرم

 غازآ تاژک ضربان تغییر برای را رویدادها از ایزنجیره تواندمی که

 در که است یمکلس یون گیرنده یک( CaM) کالمودولین. کند

 نقش کلسیم (. دینامیک20است ) گرفته قرار تاژک اصلی قسمت

 رسیدن برای که دارد، فعال بیش تحرک حفظ و شروع در زیادی

 (. 20)است  حیاتی پستانداران اسپرم برای تخمک کردن بارور و

 دوجو اسپرم در میکلس ونی برای اصلی منبع دو اسپرم در

 اسپرم سر در واقع کلسیم پمپ یک در هاآن از برخی -1 دارد

 رندهگی موقعیت در اضافی ایهسته پوشش یک که شوندمی ذخیره

IP3 آندوپلاسمی  شبکهکه از نوع  گردن ناحیه در(RNEم )باشد ی

(. 25)دارند  قرار میانی قسمت میتوکندری در کلسیم مابقی -2و 

انسان  جمله از پستانداران از ایگسترده طیف در RNE مجموعه

 حفظ( 22)موش  و( 28)نر  گاو ،(22)خفاش  ،(10)همستر  ،(25)

 نیادر پستانداران  که کرد بیان توانمی کلی طوربه .شوندمی

 کلسیم ذخیره مکان یک همانند تاژک قاعدهدر  RNE مجموعه

 سازی آزاد باعث آن گیرنده شدن تحریک با که کندمی عمل

 آزاد که است داده نشان مطالعات. شودمی ذخایر این از کلسیم

ی در حال ین(. ا15)دارد  نقش اسپرم حرکت شروع در کلسیم سازی

 ارشگزپرندگان  در آندوپلاسمی شبکه یمیکلس یرکه ذخا است

 محسوب میکلس یها مخزن اصلیتوکندریم و است نشده

 عیما در میکلس ونی غلظت که است شده داده نشان. گردندیم

 اهشک یتوجه قابل طور به یآستنوزواسپرم به مبتلا ینرها در یمن

 حرکت کاهش ،یمن میکلس زانیم نیب یقو یهمبستگ. است هافتی

 یحات(. براساس توض03) دارد وجود هاآن یعیطب ریغ یمورفولوژ و

 باتیترکدر  که دیگرد شنهادیپ یهفرض ینا حاضر مطالعهفوق در 

 یمیوجود منابع کلس لیدل به پستانداران یمن یهاکننده قیرق

و  تسین میکلس باتیترکبه اضافه کردن  یازین یداخل اسپرم
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 نیا یاصل اصول ازپرندگان  یمصنوع حیتلق نیمحقق یرویپ

 قیرق هب میکلس باتیاضافه کردن ترک که است شده سبب هافرمول

احتمال  نیا نی. همچنبماند مغفول پرندگان در یمن یهاکننده

نوان عهب تواندیمپرندگان  در یمن عیداخل ما میکلسوجود دارد که 

 لحاظتحرک توسط اسپرم  یبرا ازیمورد ن میمخزن و منبع کلس

 جهت مختلف یهاکننده قیرق باتیترک یاجزا که جا آن. از گردد

 .باشدیم یمیکلس باتیترک هرگونه فاقد پرندگان اسپرم ینگهدار

مختلف  ترکیباتافزودن  اثر یبررسمطالعه حاضر  هدف از انجام

سپرم ا یفیک یبر حفظ پارامترها یککننده ل یقبه رق کلسیمی

 0 یدر دما یساز یرهساعت ذخ 22شده پس از  یخروس نگهدار

 .بود گرادیدرجه سانت

 مواد و روش کار

خروس نژاد لاری هم سن استفاده شد  5مطالعه حاضر از  در

ساعت  15ساعت تاریکی و  8ها تحت رژیم نوری آن که همه

روشنایی قرار گرفتند و در تمام طول دوره آزمایش دسترسی به 

ها هگرم دان در اختیار پرند 25آب آزاد و روزانه به ازای هر قطعه 

گیری ای برای اسپرمتهسه هف ها در یک دورهقرار گرفت. خروس

گیری دو بار در شده و اسپرمشکمی عادت دهی به صورت مالش 

گرفت که هر خروس یک بار مورد مالش شکمی قرار هفته انجام 

آوری شده در یک محفظه عایق حرارتی و در گرفت. مایع جمع

دقیقه به آزمایشگاه انتقال داده شد و نمونه برای  15مدت کمتر از 

 بررسی قرار گرفت. اولیه کیفیت اسپرم موردارزیابی 

در مطالعه حاضر جهت رقیق کردن نمونه منی از رقیق کننده 

آمده است.  1جدول لیک استفاده شد که ترکیبات آن در 

های آزمایشی با استفاده از گیری فشار اسمزی تمام محلولاندازه

انجام  Osmomat 030 مدل Gonatecدستگاه اسمومتر شرکت 

آوری شده به گرفت. برای تهیه تیمارهای آزمایشی، منی جمع

لوله  13با رقیق کننده ترکیب و حجم نهایی بین  13به  1نسبت 

آزمایشی تقسیم و سپس تیمارها اضافه گردید. ترکیبات کلسیمی 

 03 کلسیمافور تزریق انتخاب شده جهت آزمایش شامل محلول

 ، کلسیم گلوکونات )سینا(ایران فریمان رنص سازیدارو)شرکت 

های غلظت 2جدول که در  بود( Merckدارو( و کلسیم کلراید )

 آن نمایش داده شده است.

-بدین منظور از رنگ آمیزی ائوزین مانی اسپرم:زنده

 سدیم گرم 205/1 رنگی محلول تهیه نیگروزین استفاده شد. برای

 استات سدیم گرم 851/3 سیترات، پتاسیم گرم 128/3 گلوتامات

 ائوزین گرم 1 و نگروزین گرم 5 همراه به کلراید منیزیم گرم 358/3

میکرولیتر از  5گردید.  حل تقطیر بار دو آب لیتر میلی 133 در

میکرولیتر محلول رنگی روی یک  13محلول اسپرم رقیق شده را با 

س گسترشی از آن تهیه شده لام ریخته و با هم مخلوط کرده سپ

 و اسلاید حاصل را در دمای اتاق و در یک جای عاری از گرد و

خاک قرار داده تا کاملًا خشک شود. در گام بعدی توسط یک 

نقطه از لام با  13در (  Olympus.ch-2)مدلمیکروسکوپ نوری 

های فاقد رنگ در هر صد سلول ، تعداد اسپرم1333نمایی بزرگ

 (.01( )1تصویر شمارش شدند )

رقیق کرده و  1:13نمونه منی را به نسبت  جنبایی اسپرم:

میکرولیتر از نمونه رقیق شده را روی یک لام که دمای آن به  13

گراد رسیده بود قرار داده شد و یک لامل هم دما درجه سانتی 02

میدان جنبایی به صورت  13با آن را روی نمونه گذاشته و در 

 وره آزمایششد. در تمام طول دچشمی توسط تکنسین ماهر ثبت 

ام انجیسین تکنتوسط یک  تمام مراحل برای کاهش خطای فردی

 (.02داده شد و میانگین همه مشاهدات ثبت گردید )

این پارامتر توسط تست  سلامت غشاء اسپرم:

 کیاسموتپویمحلول ها هیته یبرااسموتیک سنجیده شد. هایپو

 53در  میسد تراتیگرم س 205/3کتوز به همراه وگرم فر 05/3

میکرولیتر از نمونه اسپرم  13شد.  حل ریآب دو بار تقط میلی لیتر

میکرولیتر از مخلوط هایپو اسمول در یک  133هر گروه با 

دقیقه در انکوباتور  53تا  53میکروتیوب مخلوط کرده و به مدت 

 میکرولیتر از 13گراد انکوبه شد و سپس درجه سانتی 02با دمای 

قرار داده و درصد اسپرم با دم متورم محلول فوق بر روی یک لام 

 (.00( )2تصویر عدد محاسبه شد ) 133و پیچ خورده در 

از محلول فرمالین سیترات برای تعیین  سلامت آکروزوم:

درصد سلامت آکروزوم استفاده شد. محلول استوک سدیم سیترات 

ستوک آماده میلی لیتر از محلول ا 2درصد تهیه شد و سپس  2/2

درصد( مخلوط شد.  02لیتر از محلول فرمالدئید )میلی 08شده با 

 13در  03میکرولیتر از محلول را روی یک لام ریخته و با لنز 5/3

عدد سلول شمارش  133م درالها با آکروزوم سمیدان دید اسپرم

 (.00( )0ویر تصشدند و میانگین اعداد بر اساس درصد بیان گردید )

: برای تهیه غشاء وتیلینپری ءواکنش اسپرم غشا

وتیلن از تخم نابارور و تازه استفاده گردید. ابتدا زرده تخم مرغ پری

بدون نطفه به طور کامل از سفیده جدا شد. زرده جدا شده در 

دیش به نحوی قرار گرفت که ناحیه بلاستودیسک آن رو به پتری
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درصد(  2ه یک پیپت و با سرم فیزیولوژی )وسیلبالا باشد. سپس به

به آرامی سفیده به جا مانده روی زرده شستشو داده شد تا آلبومین 

باقی مانده روی زرده پاک گردد. زرده به مدت یک ساعت در 

درجه  02درصد در انکوباتور با دمای  13محلول کلراید هیدروژن 

زرده داخل یک  گراد قرار داده شد، بعد از اتمام وقت مقررسانتی

درصد چندین بار شستشو  2دیش قرار داده و با محلول نمکی پتری 

یلن وتپری ءداده شد، بعد از تخلیه کامل محتویات کیسه زرده غشا

 .گرفتبرای انجام تست باروری مورد استفاده قرار 

میزان باروری با استفاده از واکنش بین اسپرم و غشاء 

 033آماده شده به همراه  ء. غشاوتیلن تخم مرغ برآورد شدپری

لیتر از محلول حاوی اسپرم را به داخل یک میکروتیوب انتقال میلی

گراد درجه سانتی 02دقیقه در حمام آب گرم  53داده و به مدت

گذاشته شد، بعد از اتمام زمان انکوباتور غشاء با کمک سرم 

ه ها کامل شستفیزیولوژی چندین بار شستشو داده شد تا اسپرم

پهن کرده سپس  شوند، غشاء را با پنس به آرامی روی یک لام 

درصد روی آن ریخته  13میلی لیتر فرمالین  13برای تثبیت بافت 

میلی لیتر معرف شیف روی آن  15دقیقه  1شد و بعد از گذشت 

ریخته و پس از رنگ گرفتن غشاء با کمک آب مقطر چند مرتبه 

د. بعد از خشک شدن لام  شستشو داده شد تا رنگ اضافی پاک شو

های ایجاد شده در میکروسکوپ نوری تعداد سوراخ 03با کمک لنز

های فعال بر اساس تعداد چندین ناحیه شمارش و تعداد اسپرم

 (.05( )0تصویر لیتر محاسبه شد )اسپرم در هر میلی

های اکسیداتیو، در استرس پراکسیداسیون لیپید:

 دی سبب تولید مالون غیراشباع چرب اسیدهای اسیونپراکسید

 در دآلدهی دی مالون میزان گیریاندازه با بنابراین. گرددآلدئید می

 پراکسیداسیون میزان به توانمی مختلف بیولوژیک هاینمونه

 طحس گیریاندازه برای نشانگر یک عنوان به آن از و برد پی هاچربی

 صهخلا طورکرد. به استفاده زنده موجود یک در اکسیداتیو استرس

 بالا، دمای در( TBA)اسید  باربیتیوریک تیو با آلدهید دی مالون

 رنگ روش با که کندمی تولید رنگی صورتی محصول و داده واکنش

 با. شودمی گیریاندازه نانومتر 503-503 موج طول در سنجی

 نشانگر یک عنوان به آلدهید دی مالون اهمیت به توجه

 برابر در آن منفی عملکرد همچنین و هاچربی پراکسیداسیون

 مطالعات بیولوژی در آلدهید دی مالون ارزیابی به نیاز سلامت،

 .شودمی احساس همچنان

ای را که برای این آزمایش گرفته در مرحله نخست نمونه 

تا  شدسانتریفیوژ  دور 1533دقیقه در  5به مدت  ،شده بود

لیتر از پلاسمای میلی 1ها جدا شود سپس از اسپرمپلاسمای آن 

لیتر آب(، میلی 23گرم در  22/0) EDTAلیتر میلی 1بالای لوله با 

لیتر میلی 2و  لیتر اتانول(میلی13گرم در  2/3) BHTلیتر میلی 1

TCA (0  باهم مخلوط  03گرم در ،)و به مدت  شدمیلی لیتر آب

گرم سانتریفیوژ شد و بعد از اتمام مدت  1233دقیقه در  15

میلی  1میلی لیتر از محلول بالای لوله )پلاسما( با  1سانتریفیوژ 

گراد به مدت درجه سانتی 23و در دمای  شدمخلوط  TBAلیتر 

دقیقه در دمای اتاق گذاشته تا سرد  03آن را  و شددقیقه گرم  23

قرار  وفتومترردست آمده در دستگاه اسپکتهلول بشود بعد از آن مح

نانومتر  502و به کمک آن میزان جذب در طول موج شد داده 

دست آمده هآلدهید از فرمول زیر بدیگیری شد. میزان مالوناندازه

 (.05است )

(میلیلیتر/میکرو مول) مالوندی آلدهید =
𝟏𝟎𝟔 × × میزان جذب حجم کل

𝟏𝟎𝟓  × 𝟏/𝟓𝟔 × حجم کوئت
 

 

 لیک جهت نگهداری اسپرم خروس. ترکیبات رقیق کننده .1جدول 
 )گرم در لیتر( مقدار ترکیبات رقیق کننده

 55/3 پتاسیم منوفسفات

 00/3 آبه5منیزیم کلراید+

 2/12 آبه0پتاسیم دی فسفات+

 03/0 آبه0سدیم استات+

 52/8 سدیم گلوتامات

 5 فرکتوز

 25/1 تریس

 5/2 اسیدیته

 022-280 )میلی اسمل بر کیلوگرم آب( اسمزیفشار 
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 سطوح مختلف ترکیبات کلسیمی مورد مطالعه. .2جدول 
 ی)میلی اسمل بر کیلوگرم آب(فشار اسمز های آزمایشیگروه تیمار آزمایشی

 280 شاهد رقیق کننده پایه )رقیق کننده لیک(

 CMP 55/3 035 مولار کلسیمافورمیلی  55/3رقیق کننده پایه + 

 CMP 355/3 031 میلی مولار کلسیمافور 355/3رقیق کننده پایه + 

 CMP 3355/3 222 میلی مولار کلسیمافور 3355/3رقیق کننده پایه + 

 CG 55/3 228 میلی مولار کلسیم گلوکونات 55/3رقیق کننده پایه + 

 CG 355/3 228 گلوکوناتمیلی مولار کلسیم  355/3رقیق کننده پایه + 

 CG 3355/3 228 میلی مولار کلسیم گلوکونات 3355/3رقیق کننده پایه + 

 2CaCl 55/3 022 میلی مولار کلسیم کلراید 55/3رقیق کننده پایه + 

 2CaCl 355/3 011 میلی مولار کلسیم کلراید 355/3رقیق کننده پایه + 

 2CaCl 3355/3 033 کلسیم کلرایدمیلی مولار  3355/3رقیق کننده پایه + 

 

ساعت  22های مختلف ترکیبات حاوی کلسیم )درصد( بعد از های کیفی اسپرم خروس طی نگهداری برون تنی در رقیق کننده لیک حاوی غلظتفراسنجه. 3جدول 

 گراد(.درجه سانتی 0نگهداری در دمای یخچال )

 (درصد)باروری برون تنی  (درصد)سلامت آکروزوم   (درصد)سلامت غشاء  (درصدتحرک پیش رونده ) (درصدجنبایی ) (درصدزنده مانی ) تیمار آزمایشی

 d2/2±2/52 c0/0±2/05 b8/0±0/02 c2/2±2/58 b2/0±8/52 b0/2±0/02 شاهد

 abc2/0±5/21 ab1/0±0/50 a1/0±5/50 ab2/2±21 ab2/0±2/50 ab5/0±55 شاهد

CMP 55/3 cd2±0/50 bc5/0±0/55 a0/2±0/53 c5/2±2/52 ab5/0±1/50 ab1/0±5/50 

CMP 355/3 cd0/1±1/50 ab8/0±8/53 a5/0±0/52 bc2/2±5/50 ab5/2±0/51 a2/2±5/51 

CMP 3355/3 a5/2±5/22 ab0±5/53 ab5/5±1/02 a0±2/20 a1/0±2/58 ab1/0±8/55 

CG 55/3 ab8/2±5/22 a1/0±2/52 a0/0±5/52 a2/2±1/25 ab5/2±2/22 ab2/2±58 

CG 355/3 bc0±2/52 ab0±51 a2/2±50 ab2/0±2/58 ab1/0±2/50 ab0/2±2/55 

CG 3355/3 ab5/0±0/22 a2/1±0/52 ab0/2±5/02 a0/2±22 ab0/0±8/58 a2/0±2/52 

2CaCl 55/3 cd0/2±0/55 ab2/5±53 a2/0±1/55 bc2/0±50 ab0±5/50 ab8/2±0/58 

2CaCl 355/3 bc5/1±5/52 ab5/2±5/51 a2/0±5/52 bc2/0±5/58 ab1/5±5/50 a2/2±8/51 
SEM 02/8 01/11 22/11 50/2 32/12 5/2 

P-value 3331/3 3322/3 3250/3 3331/3 3252/3 3105/3 

 (.>35/3Pباشد )دار میهای هر ستون با حروف غیر مشترک دارای اختلاف معنیمیانگین

 

 

های به دست برای آنالیز داده های آماری:تجزیه وتحلیل

ها تکرار استفاده شد. تمام داده 13آمده از طرح کاملاً تصادفی با 

ثبت و سپس در نرم افزار  EXCELبه صورت روزانه در نرم افزار 

SAS ها از روش فراخوانی شد. برای آنالیز دادهGLM  و مقایسه

 ها از آزمون دانکن و توکی استفاده شد. میانگین

i+e i+T=µiY 

iYپارامتر اندازه گیری شده = 

µمیانگین جامعه = 

iTاثر تیمار = 

ieاثر اشتباه آزمایشی = 

 

 نتایج

 در مانینتایج حاصل از ارزیابی زنده مانی اسپرم:درصد زنده

و  355/3، 55/3مانی در تیمارهای درصد زنده. است آمده 0جدول 

3355/3 CMP ،55/3 CaCl2  55/3و CG  22میلی مولار بعد از 

گراد نسبت به گروه شاهد درجه سانتی 0ساعت نگهداری در دمای 

(. افزودن این ترکیبات، >35/3Pداری بودند )دارای اختلاف معنی

از  CMP 55/3های آزمایشی را افزایش داد که تیمار مانی اسپرمزنده

 (.>35/3P) بودبرخوردار درصد(  5/22مانی )بیشترین میزان زنده

 های آزمایشینتایج آنالیز میانگین تیمار 0 جدولدر  جنبایی:

ر ها بیانگر تأثیر تمام ترکیبات کلسیمی بنشان داده شده است. بررسی

 ساعت نگهداری، 22ای که بعد از به گونه بودندفراسنجه جنبایی 

داری بیشتر ر معنیطوبه CG 355/3تحرک تیمارهای آزمایشی بجز 

 (.>35/3Pاز گروه کنترل بود )
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 و ترکیبات مختلف سطوح تأثیر تحرک پیش رونده:

است.  هورده شدآ 0جدول پارامتر تحرک پیش رونده در  بر کلسیم

 55/3جز تیمارهای حاوی در فراسنجه تحرک پیش رونده به

2CaCl  وCMP  ساعت  22سایر تیمارهای آزمایشی بعد از

داری بودند نگهداری، در مقایسه با گروه شاهد دارای اختلاف معنی

و اضافه کردن این ترکیبات به رقیق کننده لیک سبب افزایش 

 (.>35/3Pتحرک پیش رونده گردید )

نتایج حاصل از ارزیابی سلامت غشاء در  :ءسلامت غشا

میلی مولار  3355/3و  55/3نشان داده شده است. افزودن  0ول جد

2CaCl تمام سطوح استفاده شده ،CMP  55/3و همچنین غلظت 

CG داری در پارامتر سلامتبه رقیق کننده لیک باعث بهبود معنی 

 0ساعت نگهداری در دمای  22نسبت به تیمار شاهد بعد از  ءغشا

 (.>35/3P) گراد یخچال شددرجه سانتی

سلامت  های فراسنجهمقایسه میانگین سلامت آکروزوم:

موجب بهبود  CMP 55/3آمده است. افزودن  0جدول آکروزوم در 

درجه  0ساعت نگهداری در دمای  22سلامت آکروزوم بعد از 

 (.>35/3Pگراد نسبت به تیمار شاهد شد )سانتی

مت آکروزوم پس از هایی مبنی بر اثر بهبود سلاگزارش

حال (. اما به دلیل این که تا به02جود دارد )واکسیدان آنتیاستفاده 

در مورد اثر بهبود دهندگی ترکیبات یونی بر سلامت  ایمطالعه

آکروزوم منتشر نشده است اظهار نظر در مورد دلیل بهبود این 

ز ا است امافرآسنجه بعد از استفاده از این ترکیبات بسیار دشوار 

اکروزوم هم از جنس غشایی سلول اسپرم است  ءجایی که غشاآن

 های متابولیسمیکه نقش کلسیم در فعالیت نمودبیان توان می

 (.08شود )های سلولی میدلیل حفظ یک پارچگی غشاء

 55/3و  CG 3355/3استفاده از سطوح  باروری برون تنی:

ن اروری برودر رقیق کننده لیک سبب افزایش ب 2CaCl 3355/3و 

ساعت نگهداری شد  22تنی نسبت به گروه شاهد بعد از 

(35/3P<.) 

آلدهید دینتایج حاصل از میزان مالون آلدهید:دیمالون

ساعت نگهداری در  22های آزمایشی بعد از تولید شده در گروه

نشان داده شده  5تصویر گراد یخچال در درجه سانتی 0دمای 

که تیمارهای آزمایشی باعث  دادها نشان است. مقایسه میانگین

سبت های اسپرم نءدار میزان پراکسیداسیون لیپید غشاتغییر معنی

 به تیمار شاهد نشدند.

 

 
 (.1000x) مانیزنده. 1تصویر 

 

 
(.1000x) ءسلامت غشا. 2تصویر 

 
 (.1000x) سلامت آکروزوم. 3تصویر 

 
(.400x) باروری. 4تصویر 
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 آلدهید.دیغلظت مالون. 5تصویر 

 بحث

های آزمایشی در پارامترهای اختلاف آماری در بین گروه

 22که بعد از  دادیش رونده نشان مانی، جنبایی و تحرک پزنده

ساعت اکثر پارامترهای اسپرمی در گروه شاهد دارای روند کاهشی 

درصد و تحرک پیش  2/05هستند به طوری که جنبایی اسپرم به 

درصد رسید و بررسی تیمارهای آزمایشی به وضوح  0/02رونده به 

که اضافه کردن هر نوع ترکیب کلسیمی )کلسیم  دادنشان 

گلوکونات، کلسیمافور و کلسیم کلراید( به نحوی سبب افزایش 

واند تهای کیفی میپارامترهای فوق گردید که این افزایش شاخص

های به دلیل نقش کلیدی کلسیم در فعالیت متابولیسمی سلول

در تحرک  نقش کلسیم  های متعددی مبنی براسپرم باشد. گزارش

های کلسیمی سبب کاهش (. تعدیل کانال08تاژک وجود دارد )

(. لازمه حرکت تاژک 02گردد )حرکت تاژک یا دم اسپرم می

افزایش انتقال کلسیم به داخل سلول و اثر بخشی آن بر انقباض 

ای در (. کلسیم نقش گسترده08های اکتین و میوزین است )رشته

ارد. کلسیم برای فیزیولوژی اسپرم تولید مثل نرها و رشد اسپرم د

از جمله تحرک، متابولیسم، واکنش آکروزوم و لقاح مهم است. 

ها در پاسخ به تغییر غلظت کلسیم است که اسپرم هنشان داده شد

کنند. تحرک همچنین به داخل سلولی حرکت خود را تعدیل می

غلظت کلسیم بیرون سلول و درون سلول در قسمت اصلی تاژک 

 22مانی تیمار شاهد بعد از (. در شرایطی که زنده03دارد )بستگی 

درصد رسید،  2/52گراد به درجه سانتی 0ساعت نگهداری در دمای 

میلی مولار کلسیما فور اضافه  355/3و  55/3ها تیمارهایی که به آن

 5/22و  5/22های شده بود توانستند زنده مانی خود را در سطح

 داری با گروه شاهد بود.ف معنیحفظ کنند که دارای اختلا

حلول ترین مکننده لیک بدون در نظر گرفتن نژاد مرغ مناسبرقیق

های کنندهزیرا در مقایسه با سایر رقیقبود جهت نگهداری اسپرم 

 بیشتری های زندهمورد مطالعه پس از نگهداری دارای تعداد اسپرم

 اعث افزایشبالا رفتن میزان کلسیم داخل سلولی ب (.01) داشت

موقت سیکل آدنوزین مونو فسفات و نیز سبب تحریک آنزیم 

شود که این امر موجب تحریک آدنیلات سیکلاز داخل سلولی می

شده که در نتیجه فعالیت آن پروتئین  Aآنزیم پروتئین کیناز 

، کندشود و دم اسپرم شروع به حرکت میآکسونم فسفریله می

با توجه  .(02دهد )م را تغییر مینوسانات کلسیم حرکت تاژک اسپر

ساعت به  22دست آمده باروری گروه شاهد بعد از ههای ببه داده

 3355/3تر از سطح داری پایینرسید که با اختلاف معنی 0/02

 3355/3و همچنین  55/3استفاده شده کلسیم گلوکونات و غلظت 

رآیند فمیلی مولار کلراید کلسیم بوده است. به دلیل نقش تاژک در 

توان گفت که تغییرات غلظت کلسیم نقش تحرک و باروری می

های (. اصلاح محلول00)مهمی در جنبایی و باروری اسپرم دارد 

های دو ظرفیتی کلسیم سازی اسپرم با کمک هر یک از یونفعال

تواند راندمان تولیدمثلی را افزایش و منیزیم و میزان اسیدیته می

دهد، ین، کلسیم ظاهراً بیش فعالی را تغییر می(. علاوه بر ا01دهد )

یک الگوی شنا با ضرب و شتم تاژک نامتقارن و ایجاد امواج تاژک 

با دامنه بالا که برای لقاح ضروری است کلسیم هم در واکنش 

کند آکروزوم و هم در کموتاکسی اسپرم نقش اصلی را بازی می

یم خارج سلولی (. در حالی که اسپرم در صورت عدم وجود کلس02)

قادر به انجام هیچ یک از این عملکردهای مهم نیست، کموتاکسی 

ها یک پدیده گسترده است که در بیشتر اسپرم نسبت به تخمک

ش دهد و نقتر تا پستانداران رخ میاشکال زندگی از گیاهان پایین

(. هجوم کلسیم از 01کند )مهمی در اطمینان از لقاح بازی می

پلاسمایی اسپرم برای واکنش  ءکلسیم غشا هایطریق کانال

آکروزوم در مجاورت تخمک و نقش اساسی در واسطه بودن باروری 

اسپرم دارد. رابطه کمی بین سطح کلسیم داخل سلول اسپرم و 

(. بر اساس مشاهدات 00تحرک اسپرم هنوز بحث برانگیز است )

آلدهید تیمارهای آزمایشی در دیمیزان مالون 5تصویر مندرج در 

از نظر عددی بیشتر است که این هم با توجه  مقایسه با تیمار شاهد

افزایش تحرک امری دور از انتظار نبود ولی از لحاظ آماری تفاوت  هب

داری مشاهده نشد که این امر خود نگرانی ناشی از بالا رفتن معنی

 ند.کلیت بر طرف میهای آزاد را به دلیل افزایش فعامیزان رادیکال

رسد همانند آنچه در ابتدای نظر میبه نتیجه گیری نهایی:

رفت یکی از دلایل کاهش تحرک انتظار میمطالعه حاضر انجام 

اسپرم در شرایطی که سایر مواد مورد نیاز برای حفظ پایداری 
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دخیل در انجام حرکت و  یباتترکها و اسپرم فراهم باشد یون

(. که در این میان براساس مطالعات 13دار بودن آن است )ادامه

 یهانیپروتئصورت گرفته بر روی مکانیسم عمل حرکت که در آن 

حرکتی لازم برای انجام حرکات انقباضی مشخص شد که یون 

 باشد و اهمیتمورد نیاز می یهاترین کاتیونکلسیم یکی از مهم

اسپرم  ءد که در غشااین اساس بیان کر توان بروجود آن را می

آنچه از  (.18های مخصوص برای عبور کلسیم وجود دارد )کانال

شود اثر بهبود دهندگی ترکیبات مطالعه حاضر استنباط می

 55/3جز سطح کلسیمی بر جنبایی است که تمام تیمارها به

دار این فراسنجه نسبت به تیمار کلسیمافور باعث افزایش معنی

گفت که بخشی از کاهش کیفیت اسپرم توان . پس میشدشاهد 

های مورد استفاده به دلیل کم شدن بعضی از در رقیق کننده

 شود.ایجاد میهای مورد نیاز برای فعالیت اسپرم یون

 سپاسگزاری

مطالعه حاضر نتیجه انجام پایان نامه کارشناسی ارشد گروه 

باشد که علوم دامی دانشکده کشاورزی دانشگاه کردستان می

جه آن از محل اعتبارات پژوهشی دانشگاه کردستان تأمین شده بود

 معاونت محترم پژوهشی دانشگاه از مقاله این است. نویسندگان

 نمایند. می سپاسگزاری صمیمانه کردستان،

 تعارض منافع

.تعارض در منافع گزارش نشده است سندگانینو نیب
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Abstract 
BACKGROUND: Storing semen at a temperature of 4 degrees Celsius reduces its motility and quality. 

OBJECTIVES: This study aimed to determine the effect of adding calcium compounds, including calcimaphor (CMP), 

calcium gluconate (CG), and calcium chloride (CaCl2), on the motility and progressive motility of rooster sperm kept 

at refrigerator temperature. 

METHODS: This research used five pieces of 45-week-old Lari breed roosters. The liquid diluent added different 

calcium compounds at 0.56, 0.056, and 0.0056 mM concentrations. After treatment, the diluted seminal samples were 

cooled at the storage temperature to avoid thermal doubt and then transferred to the refrigerator at 4 degrees Celsius. 

Parametric factors that were more important such as the percentage of laterality and progressive mobility, were 

measured visually using the lens of a 40-light microscope, survival was checked using the eosin-nigrosin staining 

method, acrosome health percentage by formalin citrate method, cell membrane health with hypoosmotic test, lipid 

peroxidation level, fertility was evaluated using perivitelline membrane sperm reaction 72 hours after storing at 4 

degrees Celsius. 

RESULTS: Based on the results, different calcium compounds in most concentrations could significantly affect the 

parameters of survival, mobility, and progressive mobility (P<0.05). 

CONCLUSIONS: Most of the sperm-related parameters in the control group decreased after this period of storage in 

the refrigerator, but the addition of calcium gluconate (0.56, 0.056, and 0.0056), Calcimaphor (0.56, 0.056, and 0.0056) 

and calcium chloride (0.56, 0.056 and 0.0056) to the semen thinner maintained the quality indicators of rooster sperm.  
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Figure Legends and Table Captions 

Table 1. Leakage of diluting compounds to preserve rooster sperm. 

Table 2. Different levels of studied calcium compounds. 

Table 3. Qualitative parameters of rooster sperm during in-vitro storage in milk diluent containing different 

concentrations of calcium-containing compounds (percentage) after 72 hours of storage at refrigerator temperature 

(4°C). The means of each column with non-common letters have a significant difference (P<0.05). 

Figure 1. Viability (1000x). 

Figure 2. Membrane integrity (1000x). 

Figure 3. Acrosome health (1000x). 

Figure 4. Fertility (400x). 

Figure 5. The concentration of malondialdehyde.  

10.22059/jvr.2022.346425.3290 

 

 

Farzam P, Farzinpour A, Vaziry A, Naderi S. Supplementation of Lake Extender with Calcium Compounds to 

Maintain the Quality Parameters of Rooster Sperm for 72 Hours. J Vet Res, 2023; 77(4): 229-238.  

doi: 10.22059/jvr.2022.346425.3290 

 

Journal of Veterinary Research 

J Vet Res, Volume 77, Number 4, 2023 

Homepage: jvr.ut.ac.ir 

Online ISSN: 2251-6190 

 
Original Article University of Tehran Press 

 

mailto:pfarzam.phy@gmail.com
mailto:amjadfarzinpour@uok.ac.ir
mailto:a.vaziy@uok.ac.ir
mailto:sinanaderi164@gmail.com
https://doi.org/10.22059/jvr.2022.346425.3290
https://doi.org/10.22059/jvr.2022.346425.3290
https://doi.org/10.22059/jvr.2022.346425.3290
http://www.jvr.ut.ac.ir/


 

Journal of Veterinary Research 

932 

 تحقیقات دامپزشکیمجله 
 239-246، 1401 ،4شماره  ،77دوره 

 

Homepage: jvr.ut.ac.ir 

 6190-2251شاپا الکترونیکی: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

مختلف  یهاها در دورهبالغ رت یدموال یتخمدان یکولو فول یتحجم اووس یولوژیکیمطالعه استر
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 1041آذر ماه  19 :تاریخ پذیرش، 1041مهر ماه  2تاریخ دریافت:  
 

                                                                                                                 چکیده

 

 ردآلودگی محیط زیست با فلزات سنگین در پی افزایش تولیدات صنعتی مشکلاتی را در زندگی موجودات زنده ایجاد کرده است. سرب قادر به نفوذ  :زمینۀ مطالعه

جفتی وارد بدن جنین شده و یا از –تواند در عملکردشان اختلالاتی ایجاد کند. همچنین سرب با عبور از سد خونیها میباشد و با رسوب در آنهای نرم بدن میاندام

 شود. طریق شیر مادر به نوزاد منتقل می

حجم متوسط اووسیت فولیکول و حجم متوسط فولیکول موالید بالغ با استفاده از تکنیک مطالعه حاضر جهت بررسی اثر آلودگی سرب با دوز پایین در مادر، بر : هدف

 استریولوژی در مدل حیوانی رت انجام شد. 

 ، آبستنی،آبستنیبندی شدند که شامل یک گروه کنترل و چهار گروه تجربی پیشهای صحرایی، نژاد ویستار، به صورت تصادفی به پنج گروه تقسیمموش: کارروش

های تجربی استات گروهلیتر اسیداستیک گلاسیال را در دسترس داشتند. میلی 5/4 گروه کنترل آب آشامیدنی به همراهشیرواری بود. -آبستنی-آبستنیشیرواری و پیش

گیری، روز قبل از جفت 34آبستنی ه پیشهای مختلف )گرولیتر اسیداستیک گلاسیال را از طریق آب آشامیدنی، در دورهمیلی 5/4درصد به همراه  9/4سرب به میزان 

گیری تا انتهای دوره روز قبل از جفت 34شیرواری از -آبستنی-آبستنیروز دوره شیردهی و گروه پیش 91گروه شیرواری طی روز دوره آبستنی،  91گروه آبستنی 

 آوری شد. ها جهت مطالعات استریولوژی جمعکشی و تخمدان چپ آنام بعد از تولد، تمام موالید در آزمایشگاه آسان55در روز دریافت کردند. شیرواری( 

بی افزایش های تجرلایه، اولیه چندلایه و آنترال در گروه شیرواری نسبت به گروه کنترل و سایر گروههای مقدماتی، اولیه تکحجم متوسط اووسیت در فولیکول :نتایج

 .(>45/4P)های کنترل و تجربی افزایش یافت لایه در گروه شیرواری نسبت به گروه. همچنین حجم متوسط فولیکول مقدماتی و اولیه تک(>45/4P)یافت 

متوسط  حجمنتایج مطالعه حاکی از آن بود که مواجهه مادر با سرب با دوز پایین در دوره شیرواری موجب افزایش حجم متوسط اووسیت فولیکول و : نهایی گیرینتیجه

 شود. های در حال رشد میفولیکول

 استریولوژی، سرب، حجم اووسیت، حجم فولیکول، موش صحرایی :کلیدی کلمات

 .است آزاد منبع ذکر با کامل استفاده یبرا نشر و عیتوز ،یبرداریکپ آزاد؛ یدسترس: یدامپزشک قاتیتحق © تیرایکپ

 ناشر: مؤسسه انتشارات دانشگاه تهران.

 یراندانشگاه تهران، تهران، ا یدانشکده دامپزشک یه،گروه علوم پا ،یحسن مروت: مسئول سندهینو
 

مقدمه

های مختلف بدن فلزات سنگین عوارض متعددی را در ارگان

کنند. رشد جمعیت، افزایش صنعتی شدن پستانداران ایجاد می

توان از جمله عوامل جوامع و تردد وسایل نقلیه موتوری را می

انتشار فلزات سنگین در محیط زیست دانست. سرب یک فلز 

و  شودیبسیار سمی است که در محیط زیست به وفور یافت م

 ها وتواند اختلالاتی در ارگاندر دوزهای بسیار پایین نیز می

(. از جمله کاربردهای سرب در 1) های بدن ایجاد کنداندام

سازی، نظامی، تولید ضدزنگ، توان به اتومبیلصنایع امروزی می

های حاوی سرب و ... اشاره کرد که موجب تهیه باطری، بنزین

گران در مواجهه مستقیم و یا غیرمستقیم شود افراد بویژه کارمی
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و  9411و همکاران در سال  Garu(. 9با سرب قرار گیرند )

Rafati Rahimzadeh بیان کردند  9415سال  و همکاران در

که فلزات سنگین قادر هستند از غشاء سلول عبور کنند و با 

های نرم از جمله تخمدان، موجب اختلال در تجمع در بافت

ها و یولوژی، تغییرات بافتی، تغییر در رشد فولیکولعملکرد فیز

(. ساختمان 3،0ها شوند )گذاری آنکم و زیاد شدن دوره تخمک

ها از دو ناحیه قشری و مرکزی کروی یا بیضی شکل تخمدان

تشکیل شده است. ناحیه مرکزی شامل بافت همبند فیبروزی 

ای انواع که ناحیه قشری دارمتراکم و عروق خونی است در حالی

های در حال رشد، جسم زرد، بافت بینابینی و عروق فولیکول

ها در بخش قشری تخمدان قرار گرفته باشد. فولیکولخونی می

ها دارای کروماتین و یک هستک مشخص و هسته اووسیت

باشد. زونا پلوسیدا در اطراف اووسیت حضور داشته و توسط می

های تک داخلی و خارجی لایه گرانولوزا احاطه شده است. لایه

و همکاران Waseem (. 5کنند )نیز لایه گرانولوزا را احاطه می

گزارش کردند که مواجهه با استات سرب سبب  9410در سال 

های های تخمدانی اولیه و بالغ در موشکاهش مقدار فولیکول

، 9444و همکاران در سال  Patriarca(. 5شد ) Balbcنژاد 

Antonio-Garcia   وMasso-Gonzalez  9442در سال ،

Dumitrescu  که سرب ، نشان دادند 9415و همکاران در سال

جفتی را دارد و بدین طریق سبب  -از سد خونی توانایی عبور

شود و اثرات تراتوژنیک در آن ایجاد تأخیر در تکوین جنین می

تجمعات سرب در ها در ادامه بیان کردند که آنکند. می

های رحمی و رحم موجب تغییرات ن، لولههای تخمدابافت

شود؛ بافتی، تغییر مراحل تکوین فولیکول و ناباروری می

آلودگی مادر به سرب از طریق شیر به نوزادان قابل همچنین 

 (. 7-2است )انتقال 

Bassit   با مطالعه اثر سمیت 9494و همکاران در سال ،

خمدان، از گرم بر کیلوگرم بر تکامل تمیلی 504سرب با دوز 

روز بعد از تولد، بیان کردند که سرب  91ام آبستنی تا 14روز 

نظمی در بافت پوششی، آسیب سبب کاهش اندازه تخمدان، بی

های گرانولوزا و کوچک شدن ها، تخریب سلولانواع فولیکول

اثرات  9417در سال  Sodani (. 14شود )هسته تخمک می

ای آلبینو به روش همضر استات سرب بر بافت تخمدان موش

استریولوژی را بررسی و نشان داد که مصرف استات سرب با دوز 

پایین سبب تغییرات هیستوپاتولوژیک از قبیل دژنره شدن 

های تاجی و اووسیت، ناحیه شفاف، تغییرات دژنراتیو سلول

داری شود اما تغییر معنیهای آترتیک میافزایش تعداد فولیکول

 (.11کند )ایجاد نمیها در تعداد فولیکول

با توجه به گسترش روزافزون آلودگی با سرب در جامعه  

های بسیاری برای کاهش آلودگی مادران، زنان تلاش کنونی

باردار و کودکان صورت گرفته است، اما اجتناب از در معرض 

باشد. هدف از مطالعه غیرممکن می قرار گرفتن سرب تقریباً

حاضر بررسی اثر آلودگی سرب با دوز پایین در مادر بر روی 

تکوین تخمدان موالید با استفاده از تکنیک استریولوژی در مدل 

تاکنون انجام  حاضر باشد که براساس مطالعاتحیوانی رت می

تواند در ارزیابی کمی می مطالعه حاضرنشده است. نتایج 

ت بافت تخمدان متعاقب مسمومیت با سرب و اتخاذ تغییرا

های مناسب جهت محافظت مادران از مسمومیت با سرب روش

  و اثرات آن بر تخمدان موالید مفید باشد.

 مواد و روش کار

های نر و ماده بالغ نژاد ویستار از انیستیتو در مطالعه حاضر، رت

و  شناسیپاستور خریداری شدند و در آزمایشگاه جنین

شناسی دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران با حفظ شرایط بافت

-95ساعت تاریکی، دمای  19ساعت روشنایی،  19استاندارد )

گراد و آب و غذای کافی( نگهداری شدند. جهت درجه سانتی 94

ها از بین رفتن استرس احتمالی ناشی از تغییر محل زندگی، رت

اری شدند تا به محیط به مدت یک هفته با شرایط مذکور نگهد

جدید عادت کنند. در تمام مراحل مطالعه موازین اخلاقی 

انجام نگهداری و استفاده از حیوانات آزمایشگاهی رعایت شد. 

مورد تأیید قرار گرفت.  17/5/34492این طرح با شماره ثبت 

ازای هر حیوان نر، دو حیوان گیری، در هر قفس بهبرای جفت

ساعت از  19و پس از گذشت  شدماده در نظر گرفته 

قرار بررسی مورد  (Vaginal plaque)گیری، پلاک واژنی جفت

وسیله سوآپ اسمیر های ماده به. همچنین از واژن رتگرفت

آمیزی و در زیر میکروسکوپ بررسی تهیه و سپس با ائوزین رنگ

شد تا در صورت مشاهده اسپرم، آن روز به عنوان روز صفر 

های . پس از جداسازی رت(P=4)فته شود آبستنی در نظر گر

ها به صورت تصادفی در پنج گروه مختلف قرار گرفتند. بارور، آن

های تجربی، استات سرب را به صورت مادران تمام موالید گروه

در آب آشامیدنی دریافت کردند. جهت جلوگیری از درصد  9/4

-10رسوب استات سرب از اسیداستیک گلاسیال استفاده شد )

 یدنیرت مادر به آب آشامها شامل گروه کنترل: (. گروه19
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( یالگلاس یداستیکاس یتر/ للیتریلیم 5/4آب +  یترل 1نرمال )

داشت.  یدسترس یرواریو ش آبستنی ی،در دوران قبل آبستن

 عدد بود. 5گروه کنترل  یدموال یهاتعداد رت

 یترل 1گرم +  9 یادرصد  9/4رت مادر با استات سرب  -1

به  یالگلاس یداستیکاس یتر/ للیتریلیم 5/4+ یدنیآب آشام

 دیموال یهاشد. تعداد رت یمارت یریگروز قبل از جفت 34مدت 

 عدد بود. 3 آبستنییشگروه پ

روز با استات  91رت مادر در طول دوره گروه آبستنی:  -9

 5/4+ یدنیآب آشام یترل 1گرم+  9 یادرصد  9/4سرب  

 یهاتشد. تعداد ر یمارت یالگلاس یداستیکاس یتر/ للیتریلیم

 عدد بود. 0گروه  ینا یدموال

روز دوره  91 یرت مادر در طگروه شیرواری:  -3

آب  یترل 1گرم+  9 یادرصد  9/4با استات سرب  یرواریش

شد.  ماریت یالگلاس یداستیکاس یتر/للیتریلیم 5/4+ یدنیآشام

 عدد بود. 0گروه  ینا یدتعداد موال

 34رت مادر شیرواری: -آبستنی-بستنیآگروه پیش -0

روز(  79)به مدت  یرواریدوره ش یتا انتها یروز قبل از آبستن

 5/4+ یدنیآب آشام یترل 1گرم+  9 یادرصد  9/4با استات سرب 

 یدوالشد. تعداد م یمارت یالگلاس یداستیکاس یتر/ للیتریلیم

 عدد بود. 5گروه  ینا

روز بعد از تولد،  91پایان دوره شیرواری یعنی  از پس

های نر و ماده نیز از هم جدا های مادر جدا و جنسموالید از رت

ام 55های ماده جهت رسیدن به بلوغ تا پایان روز شدند. رت

  344های موالید ماده با استفاده از نگهداری شدند. سپس رت

د )شرکت درص 14گرم/کیلوگرم بر وزن بدن کتامین میلی

 گرم/کیلوگرم بر وزن بدن زایلازینمیلی 34و  (آلفاسان هلند

(. جهت انجام 2کشی شدند )( آسانآلفاسان هلند)شرکت 

سالین و متعاقب آن پرفیوژن مراحل استریولوژی، نرمال

های درصد از بطن چپ قلب تزریق شد. تخمدان 0پارافرمالدهید 

ور شدند. درصد غوطه 0چپ و راست خارج  و در پارافرمالدهید 

ها تعویض ساعت جهت تثبیت بهتر فرمالین 90بعد از گذشت 

های چپ با ترازوی دیجیتال ثبت و پس از وزن تخمدان شدند.

و  (Oriantator) انجام مراحل پاساژ بافتی با تکنیک ارینتیتور

 (Tissue processor DS2080/H)با دستگاه تیشوپروسسور 

های پارافینی با استفاده از روش گیری شدند. از قالبقالب

 Random)برداری تصادفی یکنواخت سیستماتیک نمونه

Sampling Systematic Uniform) 7هایی به ضخامت برش 

د. از آمیزی شدنمیکرومتر تهیه و با هماتوکسیلین و ائوزین رنگ

های بافتی تهیه شده به منظور انجام استریولوژی، تصاویری برش

تهیه شد. تصاویر با  Jenamed2نوری مدل  با میکروسکوپ

مورد تجزیه و تحلیل قرار  Axiovisionافزار استفاده از نرم

های آنترال و (. حجم متوسط فولیکول1،9تصویر ) ندگرفت

ها با استفاده از های آنآنترال و حجم متوسط اووسیتپره

 Iمحاسبه شدند. در این فرمول  1اتور و فرمول های نوکلئروش

 Vهای فولیکول و اووسیت از مرکز هسته و بیانگر متوسط شعاع

(. 15باشد )حجم متوسط فولیکول و اووسیت  می دهندهنشان

 90نسخه  spssافزار دست آمده با استفاده از نرمآنالیز نتایج به

اسمیرنوف  -وگروف انجام شد. برای آنالیز آماری از آزمون کولم

های آماری ها، از آزموناستفاده شد. در صورت توزیع نرمال داده

طرفه و آزمون تکمیلی توکی و در صورت پارامتری آنووا یک

های آماری غیرپارامتری ها از آزمونتوزیع غیرنرمال داده

فاده ها استویتنی برای مقایسه بین گروهکروسکال والیس و من

 داری در نظر گرفته شد.عنوان معیار معنی به  >45/4Pو مقدار 

  3V=4/3πl 1فرمول 
 

 
 استفاده بادر فولیکول اولیه چندلایه  فولیکول متوسط حجم محاسبه. 1تصویر 

 میکرو متر(. 54)مقیاس:  نوکلئاتور روش از
 

 
 بادر فولیکول اولیه چندلایه  اووسیت متوسط حجم محاسبه. 2تصویر 

 میکرو متر(. 54)مقیاس:  نوکلئاتور روش از استفاده
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 نتایج

 هایبررسی نتایج حجم اووسیت در فولیکولحجم اووسیت: 

آبستنی، آبستنی، شیرواری و های کنترل، پیشمقدماتی در گروه

که گروه  داد(، نشان 3تصویر شیرواری )-آبستنی-آبستنیپیش

  .(>44/4P)دار داشت ها افزایش معنیشیرواری نسبت به سایر گروه

ر لایه دهای اولیه تکبررسی نتایج حجم اووسیت در فولیکول

-ستنیآبآبستنی، آبستنی، شیرواری و پیشهای کنترل، پیشگروه

سبت به (، نشان داد که گروه شیرواری ن0تصویر شیرواری )-آبستنی

دار افزایش معنی( >41/4Pو گروه آبستنی )( >44/4Pگروه کنترل )

 داشت.

های اولیه چندلایه در بررسی نتایج حجم اووسیت در فولیکول

-ستنیآبآبستنی، آبستنی، شیرواری و پیشهای کنترل، پیشگروه

نسبت به  (، نشان داد که گروه شیرواری5تصویر شیرواری )-آبستنی

-آبستنی-آبستنیو گروه پیش (>440/4Pهای آبستنی )گروه

دار داشت اما نسبت به سایر افزایش معنی( >447/4Pشیرواری )

 دار نبود. ها معنیگروه

های های آنترال در گروهبررسی نتایج حجم اووسیت در فولیکول

-آبستنی-آبستنیآبستنی، آبستنی، شیرواری و پیشکنترل، پیش

(، نشان داد که مقادیر در گروه شیرواری نسبت به 5تصویر شیرواری )

-نیآبست-آبستنیها افزایش داشت اما تنها با گروه پیشسایر گروه

 (.>435/4Pدار بود )یشیرواری  این اختلاف معن

 

 
های کنترل، یکول مقدماتی بین گروهحجم متوسط اووسیت در فول. 3تصویر 

حروف  اری.شیرو _آبستنی  _آبستنی آبستنی، آبستنی، شیرواری و پیشپیش

 باشد.ها میبین گروه (P<45/4)دار غیرمشابه بیانگر اختلاف معنی

 
های لایه بین گروهحجم متوسط اووسیت در فولیکول اولیه تک. 4تصویر 

 شیرواری. _آبستنی  _آبستنی آبستنی، آبستنی، شیرواری و پیشکنترل، پیش

باشد.ها میبین گروه (P<45/4)دار حروف غیرمشابه بیانگر اختلاف معنی

 

 

 
های حجم متوسط اووسیت در فولیکول اولیه چندلایه بین گروه. 5تصویر 

شیرواری. _آبستنی _آبستنی واری و پیشآبستنی، آبستنی، شیرکنترل، پیش

 باشد.ها میبین گروه (P<45/4)دار حروف غیرمشابه بیانگر اختلاف معنی

 
های کنترل، حجم متوسط اووسیت در فولیکول آنترال بین گروه. 6تصویر 

ف . حروشیرواری_آبستنی _آبستنی آبستنی، آبستنی، شیرواری و پیشپیش

باشد.ها میبین گروه (P<45/4)دار غیرمشابه بیانگر اختلاف معنی
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ر های مقدماتی دبررسی نتایج حجم فولیکولحجم فولیکول: 

-ستنیآبآبستنی، آبستنی، شیرواری، و پیشهای کنترل، پیشگروه

که گروه شیرواری نسبت به (، نشان داد 7تصویر شیرواری )-آبستنی

 .(>44/4P) دار داشتها افزایش معنیسایر گروه

های لایه در گروههای اولیه تکبررسی نتایج حجم فولیکول

-آبستنی-آبستنیآبستنی، آبستنی، شیرواری و پیشکنترل، پیش

ه (، نشان داد که مقادیر گروه شیرواری نسبت ب2تصویر شیرواری )

های دیگر افزایش داشت که اختلاف آن تنها با گروه کنترل گروه

 (.>41/4Pدار بود )معنی

 ( و2تصویر لایه )های اولیه چندبررسی نتایج حجم فولیکول

کنترل،  های(، در گروه14تصویر های آنترال )حجم فولیکول

شیرواری، -آبستنی-آبستنیآبستنی، شیرواری و پیشآبستنی، پیش

  ها مشاهده نشد.داری بین گروهاختلاف معنی

 

 

 
آبستنی، های کنترل، پیشبین گروه حجم متوسط فولیکول مقدماتی .7تصویر 

انگر شیرواری. حروف غیرمشابه بی_آبستنی _آبستنی آبستنی، شیرواری و پیش

 باشد.ها میبین گروه (P<45/4)دار اختلاف معنی

 

 

 
های کنترل، لایه بین گروهفولیکول اولیه تک حجم متوسط. 8تصویر 

. حروف شیرواری_آبستنی _آبستنی شیرواری و پیشآبستنی، آبستنی، پیش

 باشد.ها میبین گروه (P<45/4)دار غیرمشابه بیانگر اختلاف معنی

 

 

 

 
های کنترل، حجم متوسط  فولیکول اولیه چندلایه بین گروه. 9تصویر 

اری. حروف شیرو _آبستنی  _آبستنی آبستنی، آبستنی، شیرواری و پیشپیش

 .باشدها میبین گروه (P<45/4)دار غیرمشابه بیانگر اختلاف معنی

 
تنی، آبسهای کنترل، پیشحجم متوسط  فولیکول آنترال بین گروه. 10تصویر 

یانگر شیرواری. حروف غیرمشابه ب _آبستنی  _آبستنی آبستنی، شیرواری و پیش

باشد.ها میبین گروه (P<45/4)دار اختلاف معنی
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  بحث

نتایج مطالعه حاضر نشان داد که حجم متوسط اووسیت 

لایه و اولیه چند لایه در گروه شیرواری های مقدماتی، اولیه تکولفولیک

های تجربی افزایش داشت. حجم نسبت به گروه کنترل و سایر گروه

متوسط اووسیت فولیکول آنترال در گروه شیرواری نسبت به گروه 

های تجربی افزایش داشت که اختلاف آن فقط با کنترل و سایر گروه

دار بود. مقایسه حجم شیرواری معنی-ستنیآب-آبستنیگروه پیش

بت شیرواری نس لایه در گروههای مقدماتی و اولیه تکمتوسط فولیکول

دار داشت اما در یهای تجربی افزایش معنبه گروه کنترل و سایر گروه

ین داری بحجم متوسط فولیکول اولیه چندلایه و آنترال اختلاف معنی

دست آمده در مطالعه حاضر اثر نتایج بهبراساس ها مشاهده نشد. گروه

های مورد مطالعه های شیرواری بیشتر از سایر گروهسرب در گروه

. به عبارتی سرب به دلیل انتقال از طریق شیر به نوزادان، بود مشهود

ها را تواند در بافت نرم تخمدان رسوب کرده و رشد فولیکولمی

ها را عبور از غشاء سلول تأثیر قرار دهد. همچنین سرب تواناییتحت

ها، تغییراتی در ها و اووسیت آنتواند با ورود به فولیکولداشته و می

هد تأثیر قرار دها را تحت های گرانولوزا ایجاد کند و رشد فولیکولسلول

ها و حجم اووسیت شود. و در نهایت موجب تغییر در حجم فولیکول

Nampoothiri   وGupta اثر  ارزیابیجهت  ایعهمطال، 9445در سال

نشان داد  این مطالعههمزمان سرب و کادمیوم انجام دادند. نتایج 

کننده سرب کاهش یافته که های گرانولوزا در گروه دریافتسلول

و Sharma (. 15تواند سبب کاهش حجم فولیکول شود )می

Bhattacharya  ها را متعاقب ، کاهش قطر فولیکول9410در سال

 34گرم بر کیلوگرم به مدت میلی 95/1سرب )با دوز مصرف استات 

ای که اثرات استات سرب (. مطالعات گسترده17گزارش کردند ) ،روز(

ها و حجم متوسط را با دوزهای مختلف بر حجم متوسط فولیکول

ها نشان دهد، صورت نگرفته است؛ اما مطالعات دیگری وجود اووسیت

را بر حجم متوسط فولیکول و حجم دارد که تأثیر دارو یا مواد دیگری 

توان به مطالعه ها میدهد که از جمله آنمتوسط اووسیت نشان می

Soleimani Mehranjani  در اشاره کرد.  9414و همکاران در سال

بر روی بافت تخمدان رت به دنبال مهار با  Eاثرات ویتامین  این مطالعه

نشان  نتایج این مطالعه .ارزیابی شدپارانونیل فنول به روش استریولوژی 

ها داد که در اثر مواجهه با پارانونیل فنول، حجم اووسیت و فولیکول

، اثر 9419و همکاران در سال  Shariatzadeh(. 12) یابدمیکاهش 

سدیم آرسنیت را بر بافت تخمدان به شیوه استریولوژی بررسی کردند. 

اولیه،  هاییکولنتایج بیانگر این بود که حجم متوسط اووسیت در فول

 Soleimani Mehranjani (. 12یابد )ثانویه، آنترال و گراف کاهش می

روی تأثیرات  Cاثرات مهاری ویتامین  ،9415در سال   Mansooriو

را به روش استریولوژیکی مطالعه  بر تخمدان رت Aفنول مضر بیس

 های آن در گروه تجربینشان دادند که حجم اووسیت و فولیکول و کردند

و همکاران  Dahmardeh. (94در مقایسه با گروه کنترل کاهش داشت )

تیمار های سوری تحتمورفومتری تخمدان موالید موش ،9494در سال 

 روزه بررسی کردند. مشاهدات 54و  34پلاتین را در دو دوره با اگزالی

های روزه، حجم متوسط اووسیت در فولیکول 34موالید  نشان داد که در

های های آنترال در گروهآنترال و حجم متوسط فولیکولآنترال و پره

آبستنی، آبستنی و شیرواری در مقایسه با گروه کنترل، تجربی پیش

روزه، حجم  54ها بیان کردند که در موالید کاهش داشت. همچنین آن

 هایل و حجم متوسط اووسیت فولیکولهای آنترامتوسط فولیکول

 (.91های تجربی نسبت به گروه کنترل کاهش داشت )آنترال در گروه

در مطالعه  هایکولو حجم فول یتمربوط به حجم اووس یهاداده یجنتا

است  یادآودریمطالعات گذشته همسو نبود. البته لازم به  یجحاضر با نتا

 کهیه با دوز بالا بود. در صورتسرب مورد استفاد یشینکه در مطالعات پ

. دمواجهه بودن یینمادر با استات سرب با دوز پا یهارت حاضر در مطالعه

 یسمدر مورد مکان یمطالعات یندهکه در آ شودیم یشنهادلذا پ

مواجهه شده با استات  یدمادر و موال یهارت یکو پاتولوژ یزیولوژیکف

 .یردسرب صورت گ

در مطالعه حاضر حجم متوسط اووسیت گیری نهایی: نتیجه

قرار  ارزیابیها با تکنیک استریولوژی مورد فولیکول و حجم فولیکول

گرفت. با توجه به توانایی عبور سرب از غشاء سلول و تجمع آن در 

شود؛ های موجود که سبب افزایش حجم اووسیت و فولیکول میفولیکول

بر  رین اثرات منفی سربگیری نمود که بیشتگونه نتیجهتوان اینمی

 باشد.های تخمدانی مربوط به دوره شیرواری میحجم فولیکول

 سپاسگزاری

 یتخصص یدکتر نامهیانپا یجحاصل نتا مطالعه حاضر

 یمال تیاز حما دانندیبر خود لازم م یسندگانو نو باشدیم یشناسبافت

 یو آناتوم یشناسو بخش بافت یمعاونت محترم پژوهشــ یو پژوهش

 .یندنما یسپاسگزار یدانشکده دامپزشک

 تعارض منافع

.تعارض در منافع گزارش نشده است سندگانینو نیب
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Abstract 
BACKGROUND: The pollution of environment with heavy metals following the increase in the industrial production 

has created problems in the lives of living organisms. Lead can penetrate the soft organs of body, and by depositing in 

them can cause disorders their function. Lead can cross the blood-placental barrier and transfer to the fetus. It is also 

possible to pass lead through milk to the newborn. 

OBJECTIVES: The stereology approach was used in rats as animal models to examine the impact of low dosage lead 

contamination in the mother on the average volume of follicular oocytes and the average volume of mature follicles. 

METHODS: Wistar rats were randomly divided into five groups, which included a control group and four experimental 

groups of pre-pregnancy, pregnancy, lactation and pre-pregnancy-pregnancy-lactation. The control group had access 

to drinking water with 0.5 ml of glacial acetic acid. Experimental groups administered lead acetate at a rate of 0.2 

percentage + 0.5 ml of glacial acetic acid through drinking water in different periods (pre-pregnancy group 30 days 

before mating, pregnancy group 21 days of pregnancy, lactation group. They received 21 days of lactation and the pre-

pregnancy-pregnancy-lactation group 30 days before mating until the end of lactation). On the 65th day after birth, all 

infants were killed in the laboratory and left ovary specimens were collected for stereological studies. 
RESULTS: The results showed that the average volume of oocytes in the primordial, monolayer primary, multilayer 

primary, and antral follicles increased in the lactation group compared to the control group and other experimental 

groups (P<0.05). Furthermore, the mean volume of primordial and monolayer primary follicles in lactation group 

increased compared to the control and experimental groups (P<0.05). 

CONCLUSIONS: This study's results showed that maternal exposure to low doses of lead during lactation increases 

the average volume of oocytes and increases the average volume of growing follicles. 

Keywords: Follicle volume, Lead, Oocyte volume, Rat, Stereology 
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Figure Legends and Table Captions 

Figure 1. The calculation of average follicle volume in primary multilayer follicles using nucleator method (Scale bar: 50 

μm). 

Figure 2. Calculation of mean oocyte volume in primary multilayer follicle using the nucleator method (Scale bar: 50 μm). 
Figure 3. Mean oocyte volume in the primordial follicle among control, pre-pregnancy, pregnancy, lactation, and pre-

pregnancy-pregnancy-lactation groups. Mismatched letters indicate a significant difference (P<0.05) among groups. 
Figure 4. Mean oocyte volume in primary monolayer follicle. 

Figure 5. Mean oocyte volume in primary multilayer follicle. 

Figure 6. Mean volume of oocytes in antral follicle. 
Figure 7. Mean volume of primordial follicle.  

Figure 8. Mean volume of primary monolayer follicle. 
Figure 9. Mean volume of primary multilayer follicle. 

Figure 10. Mean volume of antral follicle.  
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 یرانا یدمنجمد تول یهادر اسپرم یگاو یک یروسهرپس و یجستجو
 

، حسام الدین سیفی2،2  ، پژمان میرشکرایی2،2  فاطمه عربخالقی1

  یرانمشهد، مشهد، ا یدانشگاه فردوس ی،دانش آموخته دانشکده دامپزشک 1

 یرانمشهد، مشهد، ا یدانشگاه فردوس ی،گروه علوم درمانگاه 7

 یراننوزادان نشخوارکنندگان، مشهد، ا یرو مرگ و م ینسقط جن یقطب علم 3

 

 1441آذر ماه  72 :تاریخ پذیرش، 1441مهر ماه  72تاریخ دریافت:  
 

                                                                                                                 چکیده

 

 Bovine herpes) باشد( متعلق به خانواده هرپس و زیر خانواده آلفا هرپس میInfectious bovine rhinotracheitis) IBRویروس عامل بیماری  :زمینۀ مطالعه

virus .)BHV1  استعامل بیماری راینوتراکییت و سقط عفونی در گاوها .IPV (Infectious pustular vulvovaginitis فرم تناسلی بیماری و عفونت واژینال است )

ی طبیعی یا تلقیح مصنوعی ریگجفتمتعاقب برخورد ویروس به مخاط دستگاه تناسلی توسط  IPV. شودیموسیله پاستول و ترشحات مخاطی چرکی مشخص که به

 ه دام سالم منتقل شود.تواند توسط اسپرم منجمد بی میکه طی تلقیح مصنوع ییهایماریباز جمله و  افتدیماتفاق 

 اسپرمهای سعی شد حضور ویروس در پایت حاضر رو در مطالعهگاوهای شیری است. از این  نیدر بی گسترش بیماری هاراهآلودگی منی به ویروس یکی از : هدف

 .ارزیابی قرار داده شدمورد ی صنعتی هایگاودارتولید داخل و مصرفی 

استخراج با استفاده از کیت استخراج ژنومی انجام گرفت.  عدد پایت اسپرم منجمد گاو از مراکز مربوطه خریداری شد. پس از ذوب، 144در مطالعه حاضر : کارروش

 شد. انجام PCRانجام شد و ردیابی ژنوم ویروس نیز با استفاده از  PRM1با پرایمر ژن  PCRبرای اطمینان از درستی روند استخراج ابتدا 

ی مراحل از دو پایت مختلف و تعیین همگتکرار  چند بارگی به ویروس را نشان داد که پس از ودآل یمورد بررسنمونه پایت اسپرم  144از یک نمونه  در مجموع :نتایج

 شد. دییتأ IBRسکانس ژن، آلودگی به ویروس 

ی بیشتر در ارتباط با انتقال هاشیپاو  هایبررسلای بیماری نیاز به یی و اهمیت باتا144با توجه به وجود حتی یک مورد آلودگی در این جامعه : نهایی گیرینتیجه

 ی منجمد وجود دارد.هااسپرمآلودگی از طریق 

 1 پسرهاسپرم، پی سی آر، گاو، ویروس،  :کلیدی کلمات

 .است آزاد منبع ذکر با کامل استفاده یبرا نشر و عیتوز ،یبرداریکپ آزاد؛ یدسترس: یدامپزشک قاتیتحق © تیرایکپ

 ناشر: مؤسسه انتشارات دانشگاه تهران.

 رانینوزادان نشخوارکنندگان، مشهد، ا یرو مرگ و م ینسقط جن یقطب علم ؛یرانمشهد، مشهد، ا یدانشگاه فردوس ی،گروه علوم درمانگاه ،یرشکراییپژمان م: مسئول سندهینو
 

مقدمه

 نقش مهمی در چرخه کشاورزیدر کشور ایران تولیدات دامی 

گوشت گاو جهان در کشورهای و  یاتلبن یدتول درصد از 24 .دارند

 71. این کشورها تنها ردیگیاستفاده قرار م توسعه مورد حال در

 ؛کنندیدرصد از گوشت جهان را تولید م 34درصد از میزان شیر و 

 یاژهیبنابراین افزایش تولیدات دامی در این کشورها از اهمیت و

جمله تلقیح  متنوعی از یهاکارشناسان روش برخوردار است.

اند. یکی از ه کردهئدامی ارا یهامصنوعی را برای افزایش فرآورده

ها برای افزایش تولید در دام تلقیح راه نیترو ساده نیترعیسر

عنوان یک تکنیک در اصلاح تلقیح مصنوعی به مصنوعی است.

ین و همچن هایماریاز انتقال و انتشار ب پیشگیری ینژاد دام و برا

بالا بودن ارزش اقتصادی و سهولت در انجام آن در سطح  لحاظه ب

 رغم این. علیردیگیاستفاده قرار م وسیعی در دنیای امروز مورد

عنوان عامل پیشگیری و کنترل از بهکه تلقیح مصنوعی 

 رد تواندیولی خود بالقوه م شودیعفونی محسوب م یهایماریب

 مقاله پژوهشی
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ر د هایماریصورت عدم رعایت ضوابط بهداشتی سبب انتشار ب

 طبیعی شود.گیری سطح گسترده در مقایسه با جفت

تواند ی میکه طی تلقیح مصنوع ییهایماریباز جمله 

یک بیماری  IBRبیماری  (.1است ) IBRمنتقل شود بیماری 

یی زایماریبزیرا میزان  شودیممهم برای همه گاوداران محسوب 

المللی یک مانع مهم برای تجارت بین تواندیمآن بالا است و 

 Bovineعامل بیماری تورم عفونی بینی و نای گاو،  باشد.

Herpes Virus-1 یک آلفا هرپس ویروس است. هرپس ویروس ،

کننده سیستم ایمنی بوده لذا زمینه را برای ایجاد عامل تضعیف

 یاهپاتوژن نیترجییکی از را و کندیثانویه فراهم م یهاعفونت

گاوهای نر نقش مهمی در  (.7) موجود در مایع منی گاو است

دارند زیرا ویروس در هر دو فاز حاد و نهفته  فرم تناسلی انتشار

شناسایی علائم بیماری مهم است و  .شودیدفع م منیعفونت از 

در گاوهای نر علائم  BHV1ممکن است همیشه در هنگام شیوع 

در کشورهایی با تولید لبنیات بالا و  (.3د )مشاهده نشوعفونت 

تا  24 هاگلهی تولیدی گوشت، شیوع بیماری در سطح هاشرکت

یک عفونت اندمیک در  BHV1درصد به ثبت رسیده است.  22

. (4) بینی استپیش قابل ریغکه وقوع آن  شودیمگله محسوب 

ناشی از فرم جنین، ناباروری در گاو، کاهش تولید، مرگ سقط

تنفسی بیماری در تمام سنین، مرگ ناشی از فرم بسیار کشنده 

 یهاجوان، هزینه درمان به علت عفونت یهابیماری در گوساله

مولد  یاهثانویه باکتریایی دستگاه تنفسی، عفونت پنهان در دام

که موجب بروز  استی آلوده هادامبار بیماری در از اثرات زیان

المللی دام و بین یاتجارت ملی، منطقهر ت دمشکلات و محدودی

؛ شودمی و اسپرم و ورود دام مولد به مراکز تلقیح مصنوعی

بنابراین هر برنامه سلامت گاو باید دارای یک استراتژی کنترل 

ی گسترش بیماری هاراهآلودگی منی به ویروس یکی از  (.2) باشد

رو در طی مطالعه حاضر سعی در بین گاوهای شیری است، ازاین

ی منجمد تولید داخل، هااسپرمشده است تا حضور ویروس را در 

 داده شود. ی قرارمورد بررسی صنعتی هایگاودارمصرفی 

 مواد و روش کار 

تعداد  حاضر در مطالعهها: مشخصات توصیفی نمونه

 2درصد، دقت  confidence level ۵2 هیپابر نیاز  نمونه مورد

نمونه  144درصد حدود  24و شیوع  رأس 724درصد، جمعیت 

مرکز فروش اسپرم گاو در سطح  4از  هاشد. نمونهمحاسبه 

نمونه از  3ها تعداد شد که از بین آن مشهد خریداری شهرستان

نمونه مون بیلیار و  ۶، سیسوئنمونه نژاد براون  7نژاد جرزی، 

پس از خریداری درون تانک ازت قرار  هانمونه. بودبقیه هولشتاین 

 هدرج 32در آب  هاپایت داده شد و به آزمایشگاه منتقل شد.

گراد ذوب و به درون میکروتیوب تخلیه شدند. مطابق سانتی

 Exgene Genomic) راهنمای کیت هدفترچشده مطالب درج 

DNA Micro.GeneAll  ساختGermany)، روش اتصال  از

 استخراج DNAاستفاده شد.  DNAسازی سیلیکا برای خالص

در دمای  ولیتری وارد میلی 2/1شده از مایع منی به میکروتیوب 

 گراد نگهداری شد. سانتی هدرج – 74

 24نمونه  تیفیک یابیارز یبرا نحوه ارزیابی مولکولی:

درون کوت مخصوص شده را  استخراج DNAاز  تریرولمیک

 وفتومترینمونه در دستگاه با یدستگاه قرار داده و جذب نور

 خوانده شد.  374و  724، 7۶4، 734 یاپندورف در طول موج ها

و  7تا  A280  /A260 2/1که نسبت  DNAهای نمونه

باید بین  A260و مقدار  2/1بیشتر از  A260 / A230نسبت 

شد در  PCRبود به عنوان نمونه با کیفیت وارد روند  1تا  1/4

 غیر این صورت مراحل استخراج مجدد تکرار گردید.

 PCRبرای اطمینان از درستی روند استخراج ابتدا آزمایش 

انجام شد تا  House keeping geneعنوان به PRM1با پرایمر 

که در همه  است ژنی PRM1. محرز شود DNAصحت استخراج 

اطلاعات مربوط به پرایمرها و سایز باند مورد  وجود دارد. هااسپرم

ی حرارتی دستگاه ترموسایکلر در زیربرنامهو  1انتظار در جدول 

 یهانمونهجهت کنترل مثبت از آورده شده است.  7جدول 

DNA   در این  ی مثبت استفاده شد.هانیجنشده از استخراج

درون لوله ریخته استفاده  مورد یهامواد و محلول ینمونه همگ

 مثبت هنمون ، از یکیمورد بررس هنمون DNAجای و فقط بهشد 

ه نمونعلاوه بر نمونه کنترل مثبت  PCRبرای هر بار  .شدستفاده ا

 یبوده اما همگ فوقزمایش آمورد  DNAکنترل منفی که فاقد 

یکسان  مرازیپل یارهیواکنش زنج ها درن با بقیه نمونهآشرایط 

اطلاعات مربوط به پرایمرها و سایز باند مورد  ، قرار داده شد.بود

ی حرارتی زیربرنامهو  1در جدول  IBRمربوط به  PCRانتظار 

انجام بعد از  آورده شده است. 3دستگاه ترموسایکلر در جدول 

PCR ،واکنش از  هجیمحصول و نته آشکارسازی و مشاهد یبرا

.شد استفاده افقی زورروش الکتروف
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 اطلاعات مربوط به پرایمرها.. 1جدول 

 .Acc. No توالی طول باند نام پرایمر
(Gene) 

PRM1 724 ( 3به  2رفت )CGA AGA AGA TGT CGC AGA CG NM_174156.2 
Protamine 1 (PRM1) ( 2به  3برگشت )TTC AAG ATG TGG CAA GAG GGT 

IBR 747 ( 3به  2رفت )GCG GGC CTG GTT GCG TAC TAC D00438 

(BoHV-1 tk gene) ( 2به  3برگشت) AGC AGA TCT TCC GCG TTG ATC 

 

 .PRM1ی حرارتی دستگاه ترموسایکلر ژن زیربرنامه .2جدول 
 مرحله (گرادی)سانت دما مدت سیکل تعداد

 اولیه دناتوراسیون ۵2 یقهدق 2 1

 دناتوراسیون ۵2 یهثان 34 

 اتصال 22 ثانیه 34 32

 پیشروی 27 یهثان 34 

 نهایی پیشروی 27 دقیقه 2 1

 
 

ی که انمونهنمونه مثبت مورد آزمایش همراه آنالیز آماری: 

به  هدوطرفعنوان کنترل مثبت استفاده شد جهت تعیین توالی به

ارسال شد. خوانش دوطرفه نمونه کنترل مثبت  آورانفنشرکت ژن 

قرار  ارزیابیمورد و نمونه تحت آزمایش هر یک به طور جداگانه 

 فزارانرمگرفت. در نهایت توالی به دست آمده از هر دو نمونه توسط 

EMBOSS Needle-Alignment  باهم دیگر مورد مقایسه قرار

با  nucleotide Blast افزارنرمگرفت. توالی نهایی با استفاده از 

 شده در بانک جهانی ژن مقایسه شد. ی ثبتهایتوال

 نتایج

نمونه پایت اسپرم منجمد در سطح  144مطالعه حاضر  در

ی شد و اطلاعات مربوط به هر پایت و آورجمعشهرستان مشهد 

نمونه از نژاد  3ها شامل توزیع نژادی نمونه ها ثبت شد.شماره آن

نمونه مون بیلیار و بقیه  ۶نه نژاد براون سوئیس، نمو 7جرزی، 

توسط  DNAهولشتاین بودند، پس از انجام تست کمیت و کیفیت 

 . استفاده شد PCRبایوفوتومتر برای انجام 

روی ژن  PRM1 یمرپرا با PCR یشآزما نتیجه

Protamine 1 عنوانبه house keeping gene کدام از  هر یبرا

که فاقد باند بودند  ییهانمونه ی(. برا1 ری)تصو ها انجام شدنمونه

مانده بود، استخراج گذاشته  که باقی یهدو مرتبه از مقدار نمونه اول

با پرایمر  PCRدر . شد انجام PCR یششد و سپس مجدداً آزما

IBR  روی ژنBoHV-1 tk (thymidine kinase) عنوان نمونه به

آن مثبت  IBR جنینی که قبلاً از بافت کبد سقط کنترل مثبت

استخراج  DNAدر شرایط یکسان  هانمونهشده بود به همراه  اعلام

نمونه کنترل مثبت  گذاشته شد. هانمونهآن به همراه  PCRشد و 

 bp 144استفاده  موردباند ایجاد کرد. لدر  bp  747محدودهدر 

نمونه یک نمونه از نژاد هولشتاین مطابق تصویر  144از بین  است.

باند داد و مثبت در نظر گرفته شد. روی  bp 747در محدوده  7

DNA  شده نمونه مثبت مجدد استخراجPCR  صورت گرفت و

همچنین استخراج مجدد از الباقی محتویات پایت انجام شد که در 

 ای اطمینانی موارد آلوده به ژنوم ویروس تشخیص داده شد. برهمگ

انجام شد  PCRبیشتر از پایت دوم همین اسپرم روند استخراج و 

که آن نمونه هم آلوده به ژنوم ویروس تشخیص داده شد. برای 

نمونه به شکل تکراری مورد  3اطمینان از روند کار از ابتدا تعداد 

ی موارد نتایج یکسان بود. توالی همگارزیابی قرار گرفتند که در 

 ی ثبتهایتوالبا  nucleotide Blast افزارنرمتفاده از نهایی با اس

شده در بانک جهانی ژن مورد مقایسه قرار گرفت. نتیجه مقایسه با 

 144پوشانی درصد با میزان هم 144بانک جهانی ژن شباهت 

بود. برخی  Iهای مختلف آلفا هرپس ویروس گاوی درصد با جدایه

جدایه  Iروس گاوی شامل آلفا هرپس وی هاهیجدااز این 

، نیویورک (KM258882)تگزاس  (،MF421714)آنجلس لوس

(KM258880)، کایآمر (MG407775- MG407792،)  هند

(KY215944) های استرالیا . همچنین با جدایهاست

(KM258881)  و چین(JN787955 ) درصد شباهت  ۵۵دارای

.هستند
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 .IBRی حرارتی دستگاه ترموسایکلر جهت تشخیص زیربرنامه .2جدول 

 مرحله )سانتی گراد( دما مدت تعداد سیکل

 دناتوراسیون اولیه ۵4 دقیقه 2 1

 دناتوراسیون ۵4 ثانیه 34 

 اتصال 2۶ ثانیه 34 47

 پیشروی 27 ثانیه 34 

 پیشروی نهایی 27 دقیقه 2 1
 

 
 . PRM1ژن  PCR محصول الکتروفورز نتایج .1 تصویر

 

 
.1 تیپ ویروس هرپس PCR محصول الکتروفورز نتایج .2 تصویر

 بحث

 صنعت اصلی رونق اقتصادی یفاکتورها از دمثلیتول

 موجب نماید وارد لطمه فاکتور این به که هر عاملی است. گاوداری

 اقتصاد به آن تبعبه و شده شیری گاو پرورش صنعت در اختلال

 عموماً شیری گاوهای در جنین. سقط آوردیم وارد کشور صدمه

 اطلاق آبستنی 7۶4 تا 47 روزهای بین جنین در رفتن بین از به

 تا فاصله افزایش و سقط از ناشی ناباروری این، . علاوه برشودیم

 مبتلا به یهاگله به که هستند ییهاانیز دیگر از آبستنی بعدی

 شیوع میزان موجود یهاگزارش هیبر پا(. ۶) ندیآیم سقط وارد

عامل بروز  که درصد است ۵/7 از کمتر شیری ی گاوهاگله در سقط

(. 2) است شده داده موارد، تشخیص درصد این 2/42 در سقط تنها

 عامل درصد 72 تا 74 باکتریایی، عامل هاسقط درصد ۶2 تا 24

 (.2دارند ) علت ویروسی درصد 72 تا 12 و قارچی

 ویروس گاوی آلفا هرپس گاو، عفونی رینوتراکئیت عامل ویروس

 تنفسی بیماری باعث داشته و وجود جهان سراسر در که است I تیپ

 در بیماری باعث ، همچنینشودیمچشم  ملتحمه تورم همراه به حاد

 دشومی و گاوها هاسهیتل در ناباروری و سقط از جمله تناسلی یهاارگان

در ناباروری وجود دارد.  IBRنظرات متفاوتی درباره نقش ویروس  .(۶)

اظهار  1۵۶2در سال  Hellingو  Parsonsonدر مطالعات اولیه 

 Kendrickداشتند که ویروس در ناباروری تأثیری ندارد. در حالی که 

دریافتند که اگر منی آلوده به ویروس  1۵۶2در سال  Mcenteeو 

به  .ابدییمبرای تلقیح مصنوعی استفاده شود، میزان آبستنی کاهش 

، ودشیمطور تجربی وقتی منی آلوده به ویروس به داخل رحم تلقیح 

اما جراحات در محل سایت  شودیمباعث نکروز شدید و اندومتریت 

 Hens(. ۵) رودیمن هفته از بی 7تا  1و طی  ماندیمویروس باقی 

khars  اظهار کردند که تلقیح ویروس  1۵2۶و همکاران در سالIBR 

احتمال زیاد باعث ناباروری و به  شودیمبه داخل رحم باعث اندومتریت 

رگ رویانی با م بنابراین تلقیح مصنوعی با منی آلوده مسلماً شودیمنیز 

 دوطرفهباعث یک نکروز  تواندیمدر ارتباط است. عفونت ویروسی 

، است ترحساسجسم زرد به عفونت  رسدیمتخمدانی شود و به نظر 

گذاری این حساسیت بیشتر به خصوص در چند روز اول پس از تخمک

لکرد جسم م، این آسیب ممکن است به طور مستقیم روی عشودیم

ه بقای در نتیج زرد تأثیر بگذارد و باعث کاهش تولید پروژسترن شود و
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به وسیله تهاجم  تواندیم. ویروس همچنین افتدجنین به خطر 

 و همکاران Oliveira(. 2) شود باعث مرگ رویان هاسلولمستقیم به 

از را  BHV-5و  BHV-1خود ژنوم طی مطالعه  7411در سال 

 species-specific nestedوسیله تکنیک گاو بهمنی  یهانمونه

polymerase chain reactions (nPCRs) کردند. در آن سایی شنا

منجمد گاوهای پرواری منی نمونه  73تازه و منی نمونه  23از  مطالعه

ویروس شناسایی  DNAمایع منی نمونه  2۶همه  استفاده شد که در

مثبت  BHV-1 مورد از نظر 34 و BHV-5ها از نظر شد. همه نمونه

 17نمونه منی  74، در 7442همکاران در سال  وDeka . (1) ندبود

مورد  BHV1بت حضور ویروس گاو سرم مث 17گاو سرم منفی و 

از روش  BHV1ویروس  DNAمطالعه قرار دادند. برای شناسایی 

PCR  و پرایمر ژنgl  درصد  24استفاده کردند. در گاوهای سرم مثبت

 (. 11شدند )مثبت  هانمونهدرصد  ۶2/۶۶و در گاوهای سرم منفی 

Nandi  منی گاو را از  نمونه 1432، 7442و همکاران در سال

و پرایمر  PCRی کردند و با استفاده از آورجمعمختلف هند  مزارع

از  ؛ کهرا مورد مطالعه قرار دادند BHV1ویروس  gIاختصاصی ژن 

مثبت شد. در این مطالعه  BHV1نمونه برای ژنوم  34این تعداد تنها 

روش جداسازی که حساسیت  برخلاف PCRمشخص شد که تکنیک 

ند کیمکمتر و زمان بیشتری نیاز دارد، بسیار حساس و سریع عمل 

(17.)  

برای  PCRتست  1۵۵۶و همکاران در سال Masriدر مطالعه 

در مایع منی گاو با ایزولاسیون ویروس  BHV-1شناسایی ژنوم 

گاوی  4 مایع منی در BHV1 یها برای شناسایاین روشایسه شد. مق

مه کاربرده شد. در هشده بودند، به صورت تجربی با ویروس آلودهبهکه 

 balanoposthitisدر روز سوم و قضیب التهاب سر  ه،گاوهای آلود

 تازه منی د. ویروس درششدید در روز چهارم پس از آلودگی مشاهده 

لودگی قبل از آو جداسازی ویروس در دومین روز از  PCRبا روش 

پس از  2تا روز  ،روش جداسازی ایی شد. درشناس ،رخداد بالینی

شناسایی  قابل ویروس ،در دو گاو دیگر 11و  ۵آلودگی در دو گاو و روز 

پس از تلقیح آلودگی  14-12توانست تا روز  PCRدر مقابل روش  بود.

ویروس ، PCRتشخیص انفرادی  ژنوم ویروس را شناسایی کند. برای

 (.1) کندیشناسایی م ،جداسازیتر از روش دیرروز  1-14را حداقل 

با توجه به نتایج این مطالعات حضور ویروس و متعاقب آن 

به صورت مستمر نیست و به شکل  PCRشناسایی ژنوم آن توسط 

نمونه دیگر در مطالعه  13۵افتد، پس امکان آلودگی متناوب اتفاق می

ه بشود و با عنایت به مشاهده یک نمونه مثبت نیاز حاضر منتفی نمی

 ی بیشتر روی خود گاوهای نر است. هایبررس

و همکاران در سال  Morán1شده توسط در مطالعه انجام 

در مایع  ,BHV-1 BHV-4, BHV-5حضور ژنوم ویروس  7413

 PCRالمللی توسط تست آرژانتین و مراکز بین أمنی گاوها از مبد

در  BHV-1یافته این مطالعه شناسایی ژنوم  نیترمهم بررسی شد.

نگهداری شده در مراکز تلقیح درصد(  ۶/2)گاو  24گاو از  ۶مایع منی 

نتایج این مطالعه نسبت به مطالعه حاضر آلودگی  .(7)مصنوعی بود 

ال بررسی بر روی انز تواندیمکه علت آن  نمودهبیشتری را شناسایی 

 تازه گاوها باشد.

Isakov  نمونه اسپرم منجمد  424، 741۶و همکاران در سال

تا  7413ی هاسالرا در مناطق مختلف اوکراین برای یک دوره بین 

 BHV1ی پاتوژن کلامیدیا، مایکوپلاسما و هاگونهاز نظر حضور  741۶

مزرعه در سراسر اوکراین  14از  هانمونهمورد مطالعه قرار دادند. 

 دتشخیصی با پروتکل استاندار PCRو توسط تست  شده آوریجمع

NSC (national scientific center ) مورد آزمایش قرار گرفتند. با

نمونه  22مورد از بین  PCR 7توجه به آنالیز محصولات حاصل از 

مثبت شدند و با توجه  BHV1از نظر  Poltava( از منطقه درصد 2/3)

دائم و منظم روی اسپرم گاوهای  PCRبه نتایج به دست آمده، تست 

 21/4(. در مطالعه حاضر نیز میزان آلودگی 12) تندنر را ضروری دانس

 Vanessaاز نتایج مطالعه فوق است.  ترنییپاکه بسیار  بوددرصد 

Lopes  به منظور ردیابی 7474و همکاران در سال ،BHV1 ،۶4 

گاو نر که واکسینه نشده بودند  ۶4های تناسلی از نمونه خون و ارگان

را مورد ارزیابی قرار دادند. قطعاتی از بیضه و اپی دیدیم به روش 

nested PCR  .و ایمونوفلورسانس مورد بررسی قرار گرفتBHV1 

درصد  144درصد بافت بیضه و  ۵/۵2در روش ایمونوفلورسانس در 

، نوکلییک اسید nested PCRمشاهده شد. در روش  بافت اپی دیدیم

در اپی دیدیم شناسایی  2/22درصد بافت بیضه و  7/2۵ویروس در 

ها و اپی دیدم گاوهای در بیضه BHV1شد. بر اساس این تشخیص 

ند باشنر آلوده نشان دهنده منابع عفونت ویروسی برای مایع منی می

(1۶.)  

 Henzel  با هدف مطالعه و بررسی  741۵و همکاران در سال

های سرم و شناسایی در نمونه BHV1-5های خنثی کننده آنتی بادی

DNA  ،نمونه سرم و  327ویروس در مایع منی گاوهای نر در مزارع

 VNهای سرم به روش مزرعه جمع آوری کردند. نمونه 12منی را از 

(virus neutralizationو نمونه ) های منی با روشPCR  بررسی

درصد گاوهای نر  2/۶۶در  BHV1-5آنتی بادی  VNند. در روش شد

مثبت  BHV5گاو برای  734و  BHV1گاو برای  722شناسایی شد. 

درصد از نظر سرولوژی منفی  1/27گاو نر واکسینه شده  43شدند. 
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گاو نر تشخیص داده شد. تمام موارد  3در منی  DNA BHV1بودند. 

گیری التهاب بیضه و سایر ونهبت حیواناتی بودند که هنگام نمثم

ضایعات تناسلی را نشان دادند. در حضور ضایعات بالینی مشهود در 

دستگاه تناسلی هر دو ویروس ممکن است در مایعات منی یافت شود. 

های ویروس در گاو نر در مزارع بر اساس نتایج شیوع بالای آنتی بادی

 (.12باشد )در حال گردش می

Rania  برای بررسی تأثیر عفونت  7474سال و همکاران در

گاو  44ویروسی بر کیفیت مایع منی در گاوهای نر آلوده، مایع منی 

جمع آوری و با روش  BVDVو  BHV1نر را به منظور جداسازی 

 2قرار دادند و  ارزیابیمورد  real time PCRفلورسنت آنتی بادی و 

ثبت شد. تحلیل آماری پارامترهای ارزیابی  BHV1نمونه مثبت برای 

داری بین گروه آلوده به ویروس و گروه منی نشان داد که تفاوت معنی

های اسپرم و شاهد وجود دارد که نشان دهنده افزایش ناهنجاری

مانی و غلظت اسپرم است. با توجه به این کاهش تحرک و قابلیت زنده

منی بسیار پایینی دارند و روش مطالعه گاوهای نر آلوده کیفیت مایع 

PCR ال برای تشخیص هر دو ویروس در یک روش آزمایشگاهی ایده

 (.12مایع منی است )

Hammad Rehman  های نمونه 7474و همکاران در سال

مناطق مختلف لاهور در پاکستان  زآوری شده اخون گاوهای نر جمع

نمونه با  ۶۵ن، در نمونه خو 144را مورد ارزیابی قرار دادند. از بین 

استفاده از روش الایزا مثبت تشخیص داده شد. همچنین ژن گلیکو 

شناسایی شد. بر این اساس  PCRبا استفاده از روش  g Bین ئپروت

 (.1۵در پاکستان به شکل فعال وجود دارد )  BHV1توان گفت که می

با توجه به نتایج مطالعه حاضر وجود یک  نتیجه گیری نهایی:

مورد زنگ خطری برای گسترش بیماری از  144ثبت در بین نمونه م

 اینمونه دیگر نیز با توجه به ورود دوره 13۵این طریق است و در بین 

بهتر است از تری انجام شود. های دقیقویروس به منی باید بررسی

گاوهای سرم منفی در مراکز تلقیح مصنوعی استفاده شود و به منظور 

های سرولوژیکی بیشتر از گاوها خون گرفته شود و به توصیه تست

OIE 71  مطالعه حاضر نشان داد  آوری شود.جمعمایع منی روز بعد

های وجود یک آزمایشگاه مرجع برای کنترل و پایش مداوم اسپرم

منجمد تولید داخل و وارداتی و بررسی گاوهای تولید کننده اسپرم در 

ریق ها به این طباشد تا از گسترش بیماریمیایران بسیار حائز اهمیت 

 جلوگیری شود.

 سپاسگزاری

بودجه از معاونت پژوهشی دانشگاه فردوسی مشهد جهت تأمین 
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Abstract 
BACKGROUND: Bovine Herpes Virus-1 (BHV-1) belongs to eht  Alpha herpesviral family. The virus is the cause of 

Infectious Bovine Rhinotracheitis (IBR) and Bovine Abortion. In the initial infection, the virus proliferates excessively. 

Moreover, shedding the virus leads to conditions in the latent phase of the disease. Infectious Bovine Vulvovaginit 

(IPV ) is the genital form of the disease that represents a genital infection and transmits via pustules and mucopurulent 

secretions. Exposure to the virus in genital mucosa leads to IPV infection through mating or artificial insemination 

and the diseases that can be transmitted to healthy livestock by frozen sperm during artificial insemination. 

OBJECTIVES: Viral contamination of the semen is one of the routes to spread the disease among dairy cattle. 

Therefore, we investigated the presence of the virus in domestic and frozen imported semen consumed in industrial 

dairy cattle farms. 

METHODS: In the present study, 140 frozen straws were collected. After melting each straw, 200 µl of obtained semen 

was used for DNA extraction, which was done directly on the semen samples and via a Genome Extraction Kit. 

Subsequently, to ensure the accuracy of the extraction, the PCR technique was done using PRM-1 gene primer. 

Tracking the viral genome was done using the PCR technique and known primers. 

RESULTS: In total, one out of 140 samples was found to be virally contaminated, and IBR contamination was 

confirmed by repeating all the steps and determining the gene sequence. 

CONCLUSIONS: It is necessary to further investigate the possibility that contamination can be transmitted via frozen 

semen, given that even one out of 140 samples is contaminated, and the importance of the disease. 

Keywords: Bovine, Herpes 1, PCR, Sperm, Virus 
Copyright © 2023. This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution- 4.0 International License which permits Share, copy and redistribution of the 

material in any medium or format or adapt, remix, transform, and build upon the material for any purpose, even commercially.  

Corresponding author: Pezhman Mirshokraei, Tel/Fax: 051-38803777 

How to cite this article: 

 

 

Figure Legends and Table Captions 

Table 1. Information about primers. 

Figure 1. Electrophoresis of PRM1 gene PCR product. 

Figure 2. Electrophoresis of the PCR product of herpes virus type 1.  
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 یدو عارضه در نژادها نیب یاکلوژن و همبستگو مل ینیب یتنگ یعارضه مادرزاد وعیش

 شهر تهران یدامپزشک یخصوص کینیبه چند کل یارجاع یهاگربه وسفالیبراک
 

 3یدیشهرام جمش ،2جهان نایس، 1یقیصبور رازل نایس

 یراندانشگاه آزاد واحد گرمسار، سمنان، ا یدانش آموخته دانشکده دامپزشک 1
 یراندانشگاه تهران، تهران، ا یدانش آموخته دانشکده دامپزشک 5
 یراندانشگاه تهران، تهران، ا یدانشکده دامپزشک ی،داخل هاییماریگروه ب 3

 

 1041آذر ماه  51 :تاریخ پذیرش، 1041مهر ماه  11تاریخ دریافت:  
 

                                                                                                                 چکیده

 

باشند که به ترتیب سبب مشکلات تنفسی و دهانی در های نژاد خالص براکیوسفال میاکلوژن دو عارضه شایع مادرزادی در گربهتنگی بینی و مل :زمینۀ مطالعه

 شوند.این نژادها می

های نژاد خالص براکیوسفال اکلوژن و همبستگی بین دو عارضه در گربهمطالعه حاضر با هدف تعیین میزان شیوع عارضه مادرزادی تنگی بینی و مل: هدف

 ارجاعی به چند کلینیک خصوصی دامپزشکی شهر تهران انجام شد.

اکلوژن های آماری درصد شیوع و ارتباط بین ملاکلوژن و تنگی بینی مورد ارزیابی قرار گرفتند و با کمک دادهملگربه نژاد خالص براکیوسفال از نظر  04: کارروش

 های براکیوسفال ارجاعی به چند کلینیک و بیمارستان شهر تهران مورد مطالعه قرار گرفت.و تنگی بینی در گربه

گربه  31اکلوژن، درصد( فقط مل 0/33گربه ) 32در  بیترت به ینیب یتنگ و دندانفک و  یهمتراز عدم اختلال یفراوانقلاده گربه براکیوسفال،  04در :نتایج

درصد( هر دو عارضه با هم مشاهده شد و همچنین بخت و رخداد یکی از این دو عارضه در صورت وجود عارضه  0/13گربه ) 11درصد( فقط تنگی بینی و  0/30)

 برابر تخمین زده شد. 11/5دیگر 

داری بین این دو عارضه وجود دارد، از این جهت باشد و ارتباط معنیهای براکیوسفال بالا میاکلوژن در گربهشیوع تنگی بینی و مل: نهایی گیرینتیجه

 ها در معاینه بالینی این نژادها باید دقت کافی به این دو عارضه داشته باشند. کلینیسن

  اکلوژنمل ،یگربه، مادرزاد ،ینیب یتنگ وسفال،یبراک :کلیدی کلمات

 .است آزاد منبع ذکر با کامل استفاده یبرا نشر و عیتوز ،یبرداریکپ آزاد؛ یدسترس: یدامپزشک قاتیتحق © تیرایکپ

 ناشر: مؤسسه انتشارات دانشگاه تهران.

 یراندانشگاه تهران، تهران، ا یدانشکده دامپزشک ی،داخل هاییماریگروه ب ،یدیشهرام جمش: مسئول سندهینو
 

مقدمه

 Brachycephalic Airway)سندروم براکیوسفال 

Syndrome )های پوزه کوتاه یک عارضه مادرزادی درگربه

های بینی، بلند است که شامل مواردی نظیر تنگی سوراخ

شود. همچنین بودن کام نرم و نای هایپوپلاستیک می

ها نیز تأثیر بگذارد ها و دندانبر روی زبان، چشم تواندمی

(. نژادهای پوزه کوتاه مانند پرشین و هیمالین از 1،5)

(. تنگی 3،0نژادهای مستعد به این عارضه هستند )

ترین اختلالات در سندروم های بینی یکی از شایعسوراخ

باشد. در این اختلال منخرین گربه ها میبراکیوسفال گربه

ن بازدم حداقل فضا را برای خروج هوا دارد و در زمان در زما

شود. بسته به شدت ناهنجاری، دم منخرین تقریباً بسته می

، (Epiphora)علائمی مانند تنفس با دهان باز، ریزش اشک 

-2شود )عدم تحمل ورزش و سختی در تنفس مشاهده می

اکلوژن گفته ها ملها و دندانهمترازی فک عدم (. به5
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اسلکتی و دندانی  هایاکلوژنود که به دو نوع ملشمی

 اختلاف علت به های اسکلتیاکلوژنشود. ملتقسیم می

 علت به دندانی هایاکلوژنمل فک بالا و پایین و طول

دهد. این اختلال در ها رخ میدندان قرارگیری بد وضعیت

اشتهایی ناشی از درد و سبب تروما، بی دتوانها میگربه

های پریودنتال شود. ژنتیک، تغذیه نادرست، تروما، بیماری

کاهش رشد استخوان فک به علت عفونت از عوامل اصلی 

 (.3،1باشند )اکلوژن میایجاد مل

های براکیوسفال از اکلوژن در گربهتنگی بینی و مل

ی شهر تهران هاها و بیمارستانموارد شایع در کلینیک

اشد بترین عامل ایجاد آن علل ژنتیکی میباشند که مهممی

(. در ایران علاوه بر مسائل ژنتیکی، به علت پرورش غیر 1،1)

ها بیشتر به چشم های نژاد خالص این عارضهاصولی گربه

رسد که این دو عارضه به گونه به نظر میخورند. اینمی

تواند به صورت همزمان خصوص در نژادهای براکیوسفال می

میزان شیوع تنگی بینی و  حاضر مشاهده شود. در مطالعه

های نژاد خالص ها در گربهاکلوژن و همبستگی آنمل

شود تا با توصیه به انجام اصلاحات براکیوسفال ارزیابی می

های جراحی در سنین پایین از پیشرفت و رنج کشیدن گربه

 مبتلا جلوگیری شود.

 ارمواد و روش ک

قلاده گربه نژاد خالص براکیوسفال در یک بازه  04

های ماه مورد مطالعه قرار گرفتند. تمام گربه 1زمانی 

 هایها و بیمارستانبراکیوسفال ارجایی به کلینیک

خصوصی دامپزشکی شهر تهران مورد معاینه بالینی قرار 

ای که از های مد نظر و پرسشنامهگرفتند و طبق شاخص

 ها ثبتآن شده بود، اطلاعات مورد نظر و تاریخچهقبل تهیه 

نژادهای براکیوسفال اسکاتیش فولد، بریتیش مو بلند،  شد.

بریتیش مو کوتاه، هیمالین و پرشین که به این دو عارضه 

باشند. سپس بر می حاضر مستعد هستند، مد نظر مطالعه

و همکاران در Schlueter  مطالعهبندی که از اساس طبقه

 استخراج شده بود نوع درجه براکیوسفالی گربه 5440سال 

(. در ادامه طبق 5)ارجاعی در پرسشنامه یاداشت شد 

ها از تمام گربه 5440در سال  Bellowsبندی کتاب طبقه

(. سپس منخرین 1( )1تصویر نظر اکلوژن معاینه شدند )

ها از نظر تنگ بودن یا نبودن به صورت صفر و یک گربه

ه تواند یک طرفکه این تنگی می ندمورد بررسی قرار گرفت

(. ارزیابی تنگی بینی بر طبق اثر 5تصویر یا دو طرفه باشد )

بخار تنفسی بر روی لام میکروسکوپی انجام شد همچنین 

تواند ثبت بودن تنگی بینی علائم بالینی که میدر صورت م

وری آپس از جمعدر پی تنگی بینی ایجاد شود یاداشت شد. 

های اطلاعات و ثبت در فرم پرسشنامه، اطلاعات و داده

ا ها ببندی شد و آنالیز دادهآماری در نرم افزار اکسل طبقه

مقادیر مورد ارزیابی قرار گرفت و  SSPS_Ver24نرم افزار 

 برای آنالیز و .دار در نظر گرفته شدمعنی>P 42/4کمتر از 

دست هارتباط سنجی بین دو صفت در یک جمعیت و ب

اکلوژن از آزمون مربع کای آوردن بخت تنگی بینی و مل

 استفاده شد.

 نتایج

گربه  21گربه نژاد خالص براکیوسفال ) 04از مجموع 

گربه  0هیمالین،گربه  1گربه اسکاتیش فولد، 54پرشین،

گربه  31گربه بریتیش مو کوتاه(،  3بریتیش مو بلند و 

مورد آن  11درصد( مبتلا به تنگی بینی بودند که  0/30)

گربه  32به شکل یک طرفه ارزیابی شدند. همچنین در 

اکلوژن تشخیص داده شد که به تفکیک درصد( مل 0/33)

وژن کلاس اکلگربه مل 0، در 1اکلوژن کلاس گربه مل 12در 

گزارش شد. در نهایت  3اکلوژن کلاس گربه مل 13و در  5

درصد( همزمان به هر دو بیماری تنگی  0/13گربه ) 11

اکلوژن مبتلا بودند. بر اساس آنالیزها، میزان بخت بینی و مل

برابر  1/5دست آمده از آزمون مربع کای دو بیماری به

 باشد.می

 

 

 در یک قلاده گربه پرشین.انحراف نیش فک بالا . 1تصویر 
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گربه بریتیش مو کوتاه با تنگی بینی شدید در یک قلاده از . 2تصویر 

  های مورد بررسی.گربه

 بحث

تنگی بینی از علائم شایع سندرم براکیوسفال مجاری 

های براکیوسفال بروز ها و گربهباشد که در سگهوایی می

نی شود. تنگی بیمیاکلوژن همراه کند که گاهی با بیماری ملمی

تواند عوارض تنفسی مانند دیس پنه و تنفس با دهان باز در می

کند که با انجام اصلاحات جراحی و برداشتن حیوان ایجاد 

توان تا حدود زیادی علائم مربوط قسمتی از بافت منخرین می

ها مطالعات زیادی در خصوص (. در سگ2به آن را کم کرد )

( همچنین در سطح 3جام شده است )سندروم براکیوسفالی ان

سفال های براکیوجهانی از نظر میزان فراوانی تنگی بینی در گربه

 گربه 0از  5443و همکاران در سال  Hendersonطبق مطالعه 

(. 2گربه مبتلا به تنگی بینی بودند ) 5پرشین مورد مطالعه تنها 

ولی در داخل ایران اطلاعات دقیقی مبنی بر شیوع میزان تنگی 

اکلوژن در نژادهای براکیوسفال گربه تا این لحظه بینی و مل

ودند ینی بگربه مبتلا به تنگی ب 31وجود ندارد. در مطالعه حاضر 

های براکیوسفال نسبت به دهد این عارضه در گربهمی که نشان

باشد. همچنین یک طرفه یا دو های مزوسفال بیشتر میگربه

(. در مطالعه 0طرفه بودن آن در شدت علائم نقش مهمی دارد )

گربه مبتلا  54گربه مبتلا به تنگی بینی یک طرفه و  11حاضر، 

ژاد ن حاضر د. با توجه به مطالعهبه تنگی بینی دو طرفه بودن

به تنگی بینی  مبتلامورد، مستعدترین نژاد  53پرشین با 

ها به مقدار کمی بیشتر از باشد. همچنین این عارضه در مادهمی

نرها دیده شد و در نهایت با افزایش درجه براکیوسفالی احتمال 

اکلوژن وجود تنگی بینی به مقدار کمی افزایش یافت. مل

اشتهایی ناشی درد، تروما در لب و دندان و اند سبب بیتومی

(. جهت رفع موارد شدید 0،14های پریودنتال شود )بیماری

. در این نمودتوان از اقدامات ارتودنسی استفاده اکلوژن میمل

روش ابتدا با استفاده از مقید سازی شیمیایی حیوان را بیهوش 

ها شکی از دندانخمیرهای مخصوص دندانپز و سپس به وسیله

دست ها بهشود. در نهایت یک مدل از دندانغالب گیری می

های دندانی، رهیافت مناسب آید که با توجه به مدل و زوایهمی

اکلوژن در سطح (. از نظر میزان فراوانی مل1شود )مشخص می

 5413و همکاران در سال  Mestrinhoای که جهانی در مطالعه

قلاده گربه پرشین و  05ربه مورد مطالعه )گ 24انجام دادند، از 

اکلوژن ها وجود ملدرصد از آن 15قلاده گربه اگزوتیک(، در  3

اکلوژن گربه مبتلا به مل 32(. در مطالعه حاضر 3تأیید شد )

اکلوژن، اختلال زیادی در دهان ایجاد بودند. در موارد خفیف مل

را سرعت های پریودنتال شود ولی روند ایجاد بیمارینمی

ها و مشکلات تواند باعث از دست دادن دندانبخشد که میمی

اشتهایی، درد اکلوژن بی(. در موارد شدید مل0سیستمیک شود )

(. با توجه به این 14شود )ها دیده میو خونریزی دهان در گربه

مورد،  50رسد که نژاد پرشین با گونه به نظر میمطالعه این

 باشد. اکلوژن لا به ملمستعدترین نژاد در ابت

همبستگی  تا این لحظه در مطالعات جهانی در زمینه

ای انجام نشده اکلوژن مطالعهبینی و ملعارضه مادرزادی تنگی

درصد( به هر دو بیماری  0/13گربه ) 11است. در مطالعه حاضر 

 مورد، 12اکلوژن مبتلا بودند که نژاد پرشین با تنگی بینی و مل

نژاد در تظاهر هر دو بیماری به صورت همزمان بود. مستعدترین 

برابر  1/5دست آمده از آزمون مربع کای این دو بیماری بخت به

 هایاکلوژن در گربهمحاسبه شد. یعنی احتمال )بخت( وجود مل

های برابر گربه 1/5براکیوسفالی که مبتلا به تنگی بینی هستند 

برعکس.   نیستند وبراکیوسفالی است که به تنگی بینی مبتلا

 باشد. دار بین این دو عارضه میارتباط معنی این نشانه

ر شود دها توصیه میبه دامپزشک نتیجه گیری نهایی:

معاینه بالینی این نژادها به این دو بیماری دقت کافی داشته 

باشند. با انجام اصلاحات جراحی و ارتودنسی در سنین پایین 

( تا از عواقب 0مبتلا را بالا برد ) توان کیفیت زندگی گربهمی

احتمالی این دو بیماری در آینده جلوگیری شود. همچنین به 

 های مبتلا به درجاتشود گربهپرورش دهندگان گربه توصیه می

 را از چرخه تولید مثلی خود خارج کنند.  یشدید این دو بیمار
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Abstract 
BACKGROUND: Stenotic nares and malocclusion are common congenital disorders in the brachycephalic breeds of 

cats which cause respiratory and oral problems in these breeds, respectively. 

OBJECTIVES: In this study, the prevalence of two congenital disorders, stenotic nares, and malocclusion, the 

correlation among them in brachycephalic breeds of cats referred to several private veterinary clinics in Tehran were 

evaluated. 

METHODS: 90 brachycephalic cats were evaluated for stenotic nares, and malocclusion and indices was checked, 

then determined the prevalence percentage and correlation with the statistical data between stenotic nares and 

malocclusion in brachycephalic breeds of cats were referred to several private veterinary clinics in Tehran. 

RESULTS: Malocclusion was diagnosed in 35 cats (38.9 %), stenotic nares were detected in 31 cats (34.4 %), and two 

diseases were diagnosed in 17 cats (18.9 %) concurrently in 90 brachycephalic cats. According to a statistical test, the 

probabilities of identifying the second disease are 2.7 times higher if one of the two disorders is identified. 

CONCLUSIONS: The prevalence of stenotic nares and malocclusion in brachycephalic cats is very high and there is 

a significant correlation between two disorders so clinicians should have great attention in their clinical examination 

of these two disorders in these breeds.  
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Figure Legends and Table Captions 

Figure 1. Mesioverted maxillary canine in Persian cat. 

Figure 2. British shorthair cat with severely stenotic nares in one of the studied cats. 
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