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Abstract 
            Background: Food contamination with fungi and the production of mycotoxins, such as 
aflatoxin, allow the toxins to enter human body. Continuous contamination with low doses of these 
agents can act as a major risk factor for hepatocellular carcinoma. Thus the present study was carried 
out to evaluate the detection of contamination in eggs with aflatoxin by PCR method.  
           Materials and Methods: In a cross-sectional study, a total of 144 suspicious and 211 intake 
eggs were collected and three samples of fungi including aspergillus niger, penicillium expansum, and 
fusarium verticillioides as negative controls and 14 samples of aspergillus flavus as positive controls 
were selected and examined using TLC and PCR. The results were analyzed through SPSS software. 
           Results: By PCR, neither aflR, omt-A, and ver-1, nor-1 was detected in intake eggs by PCR. Of 
the suspected eggs, four samples with nor-1, two samples with aflR, and two samples with omt-A 
could be detected. Three samples of the 14 strains of aspergillus flavus were shown to be positive 
through the use of TLC and the four primers. One strain of aspergillus flavus was positive with all of 
the four primers; however, it was negative in TLC.  
          Conclusion: The findings of this study indicated that PCR is a sensitive, fast, and specialized 
technique, but it cannot detect the presence of the fungi before the appearance of colonization. Thus 
for indicating toxcification, other complementary tests are also required.  
        
          Keywords: Aflatoxin, Aspergillas, Egg, Fusarium, Penicillium 
  

 
 
 
 
 
 
 

*Corresponding author: 
Address: Department of Microbiology, Kashan University of Medical Sciences, Kashan, Iran 
Email: saffarimahmod@yahoo.com                                 



٢ 

             
  کی اراك مجله علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزش                                                                                                          مقاله پژوهشی 

  1-9، 1390 خرداد و تیر،)55شماره پیاپی  (2، شماره14     سال                                                                                                                     
  

هاي مشکوك به  ردیابی ژنهاي مشارکت کننده در تولید آفلاتوکسین در تخم مرغ
  ودگی جهت غربالگري اولیه آنهاآل

  
  4، دکتر سید جمال هاشمی3، دکتر سید علی پوربخش*2، دکتر محمود صفاري1مه زاد ارمی                   

  
  کارشناس ارشد قارچ شناسی، آزمایشگاه بیمارستان شهید بهشتی دانشگاه علوم پزشکی کاشان، کاشان، ایران -1
 ب شناسی،گروه میکروب شناسی، دانشگاه علوم پزشکی کاشان، کاشان، ایران میکرو دانشیار، دکتراي تخصصی -2

 ، کرج، ایران کرجاستادیار، دکتراي تخصصی میکروب شناسی، بخش تحقیقات طیور، انستیتو رازي -3

 استادیار، دکتراي تخصصی قارچ شناسی، گروه قارچ شناسی، دانشگاه علوم پزشکی تهران، تهران، ایران -4

          24/6/89  تاریخ پذیرش ،89 /4 /27 یخ دریافت تار       

   
  چکیده 

. شود هایی نظیر آفلاتوکسین منجر به ورود این سموم به بدن انسان می ها و تولید مایکوتوکسین آلودگی مواد غذایی با قارچ: زمینه و هدف
لذا این . عنوان فاکتورهاي خطرناك عمده در ابتلا به سرطان کبد نقش داشته باشده تواند ب آلودگی تدریحی با دوزهاي ضعیف این مواد می    

  .هاي مصرفی در انسان جهت تشخیص سم آفلاتوکسین به کار گرفته شد تحقیق به منظور ارزیابی تشخیص آلودگی تخم مرغ
آوري و سه نمونه قارچ آسپرژیلوس نیجر، پنی  لم جمع تخم مرغ سا211 تخم مرغ مشکوك و 144 ، مطالعه مقطعی دراین:ها مواد و روش  

آسپرژیلوس فلاووس به عنوان کنترل مثبت انتخـاب و بـا    نمونه 14عنوان کنترل منفی و ه سیلیوم اکسپانسوم و فوزاریوم ورتیسیلوئیدس ب  
 تجزیه و SPSSاصله با استفاده از نرم افزار  نتایج ح.اي پلیمراز مورد آزمایش قرار گرفتند تکنیک کروماتوگرافی نازك لایه و واکنش زنجیره

  .تحلیل گردید
اي پلیمـراز وجـود    هاي مربوط به پرایمرهاي مورد استفاده در واکـنش زنجیـره    هاي ژن  ردیف هاي سالم هیچ یک از      در تخم مرغ   :ها یافته
 سـویه  14 نمونه از 3.  قابل ردیابی بودomt-A نمونه 2، در aflR نمونه 2 ، در  nor-1 نمونه   4هاي مشکوك، در     در تخم مرغ  . نداشت

 پرایمر 4هاي اخذ شده فقط با هر  یکی از سویه .  پرایمر مثبت بود   4اخذ شده آسپرژیلوس فلاووس، با روش کروماتوگرافی نازك لایه و هر            
   .اي پلیمراز مثبت بود ولی در روش کروماتوگرافی نازك لایه منفی بود در واکنش زنجیره

دهد که  علی رغم این که روش واکنش زنجیرهاي پلیمراز یـک روش حـساس، سـریع و اختـصاصی      ایج فوق نشان می    نت  :گیري نتیجه
  .تواند ردیابی کند، لذا براي اثبات توکسین زایی نیاز به آزمایشات مکمل دیگر دارد باشد و وجود قارچ را قبل از ظهور کلنی در نمونه می می

   وس، تخم مرغ، فوزاریوم، پنی سیلیوم آفلاتوکسین، آسپرژیل:کلمات کلیدي
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  مقدمه
اهمیـت غـذایی، سـلامت انـسان و بهداشـت مـواد       
مصرفی ازجمله پارامترهایی هستند که در ذخیره سازي مـواد   

هـا در مـواد غـذایی     رشـد قـارچ  ). 1(باشـند  غذایی مد نظر می 
ذخیره شده، یکی از عوامل مهم تهدید کننده سلامتی انـسان    

، یکی از منابع غذایی مهم تخم، مـرغ       )2-4(روند به شمار می  
است که توسط مردم جهان و صنایع غذایی در سطح زیـادي       

ــرد و بــراي تمــام ســنین توصــیه   مــورد اســتفاده قــرار مــی گی
  .)6 ،5(شود می

هـاي مـصرفی    ر چند محتویات داخلی تخم مـرغ    ه
توانـد بـه سـرعت در معـرض          استریل است اما پوسته آنها می     

آلـودگی تخـم مـرغ    ). 7(آلودگی عوامل مختلفی قرار بگیرد   
ــا ترشــح     ــومین همــراه ب ــه آلب ــوذ ب ــک و نف ــر رشــد کپ در اث

هـاي لیپولیتیـک و پروتئولیتیـک باعـث ایجـاد بوهـاي            آنزیم
   ).8(گردد نامطبوع می

هـاي قـارچی اسـت       آفلاتوکسین یکی از متابولیت   
که توسـط آسـپرژیلوس فـلاووس و پـارازیتیکوس تولیـد و             
اثرات کارسینوژنیک، تراتوژنیک و توکـسیک ایـن سـم بـه          

 ، DNAایـن مـاده باعـث تخریـب      ). 9(اثبات رسـیده اسـت    
ها، آنومالی کروموزومی و تغییـرات سـلولی در       موتاسیون ژن 

  ).10(گردد  میهاي پستانداران سلول
 ــ    ه وجـود ایـن مــاده در تخـم مــرغ و مـصرف آن ب

عنـوان یـک عامـل    ه  هاي در حـال رشـد، ب ـ       خصوص در بچه  
بالقوه در ایجاد سـرطان در سـنین بـالاتر ممکـن اسـت نقـش         

و بسیاري از کشورها سیستم پایش منظمی در این     داشته باشد 
  ). 7(مورد دارند

ــن توکــسین و خــسارت    ــت ای ــه اهمی ــت ب ــا عنای ب
تصادي آن، بر آن شدیم تا وجود آفلاتوکسین را از طریـق        اق

ــارچ ــابی ق ــنش    ردی ــا روش واک ــرغ ب ــد در تخــم م ــاي مول ه
جهـت اسـتاندارد   .  بررسی نمـائیم (PCR)اي پلیمراز   زنجیره

ــی    ــتاندارد طلایــ ــز از روش اســ ــار نیــ ــودن روش کــ نمــ
هـاي    با استفاده از سوش    (TLC)کروماتوگرافی نازك لایه    

   .مثبت استفاده شد
  

  ها  مواد و روش
این مطالعه به صورت مقطعی و انتخـاب نمونـه بـه            

داراي (  عدد تخـم مـرغ مـشکوك         144روش تصادفی بود،    
 تخـم مـرغ   211و ... )دار و تـرك دار و   ظاهر طبیعی اما لکـه   

ها انتخاب   از مغازه ) ظاهري سالم و فاقد لکه و سوراخ        (سالم  
ــدند ــرغ . ش ــم م ــت   از تخ ــرنگ اس ــا س ــشکوك ب ــاي م ریل ه
ــه ــشخیص از روش  نمون ــري و جهــت ت ــاي مولکــولی و  گی ه

هـاي سـالم فقـط       در تخـم مـرغ    . مایکولوژي بهره گرفته شـد    
جهـت  . اي پلیمراز انجام شـد     روش مولکولی واکنش زنجیره   

لیتر محیط مایع عصاره مغز      میلی 5لیتر نمونه به      میلی 2بررسی  
 24و قلــب و محــیط سابورودکــستروزآگار منتقــل و پــس از 

 لیتر میلی 1گراد مقدار   درجه سانتی28 -30عت در دماي سا
محــیط مــایع عــصاره مغــز و قلــب رابــه میکروتیــوب جهــت  

هـاي   همزمـان بررسـی    .هاي مولکـولی منتقـل کـردیم       سیربر
  .قارچ شناسی در محیط کشت نیز انجام گرفت

 سـویه  14جهت فراهم نمودن نمونه کنترل مثبـت،        
داشـت دانـشگاه تهـران      آسپرژیلوس فلاووس از دانشکده به    

ها بـا روش کرومـاتوگرافی نـازك لایـه           این سوش  .تهیه شد 
ــد   ــرار گرفتن ــایش ق ــورد آزم ــد آفلاتوکــسین م . جهــت تولی

هـاي آسـپرژیلوس و پنـی     هاي کنترل منفی نیز از گونه    سوش
  .سیلیوم و فوزاریوم انتخاب شدند

جهت اثبات تولید و یا عدم تولید آفلاتوکسین در         
ــرل، ســوش ــاي کنت ــه  ه ــازك لای ــاتوگرافی ن  از روش کروم

ــارچ    .اســتفاده شــد  هــا روي محــیط   بــه طــور خلاصــه، ق
ــشت    ــیط ک ــه مح ــد و ب ــد داده ش ــستروزآگار رش  سابورودک

 (AFAP)پارازیتیکوس   آسپرژیلوس فلاووس آسپرژیلوس  
ــی    ــینگ ابیلیت ــرو دیوس ــسین پ ــیط آفلاتوک ــا مح  (APA)ی

داري گراد نگه ـ   درجه سانتی  28 -30استریل پاساژو در دماي   
در آب مقطر حـل و در   ها کلنی  ساعت،48 - 72پس از  . شد
 دور به مدت    1500گیري و در     لیتر کلروفورم عصاره    میلی 10
 دقیقه در سانتریفوژ یخچـال دار سـانتریفوژ گردیـد و فـاز       15

پس از جداسازي، با دسـتگاه تقطیـر   ) لایه زیرین(کلروفرمی  
روي لکــه گـــذاري  .  تغلــیظ گردیــد  wb 2000در خــلاء  

 حـاوي   20 × 20صفحات کروماتوگرافی نازك لایه به ابعـاد      



 ردیابی ژنهاي مشارکت کننده در تولید آفلاتوکسین...                                                                                             ارمی و همکاران 

 ٤            1390،  خرداد وتیر2مجله علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی اراك ، سال چهاردهم ؛ شماره 

هـاي متعـدد     انجام و در حـلال    ) شرکت مرك  (60سیلیکاژل  
ایزوپروپـانول،  + اسـتن   + آب، کلروفرم   + استن  + کلروفرم  (

ایزوآمیل الکـل   + اسیداستیک ، تولوئن    + متانول  + کلروفرم  
سـتفاده از   مقایـسه نتـایج نـشان داد کـه ا         . انجام شد ) متانول+ 

متـانول بـه    + ایزوآمیـل الکـل     + تولوئن  (حلال گروه چهارم    
به دلیـل سـرعت حرکـت بیـشتر و زمـان           ) 3 : 32 : 90نسبت  

  .تر است کوتاهتر مناسب
 ساعت، صفحات کروماتوگرافی    5/1 الی   1بعد از   

نازك لایه را بیرون آورده و خـشک نمـوده و بـا اسـتفاده از           
 مـاورا بـنفش تـشخیص        و نـور   درصـد  25اسید سـولفوریک    

هـاي ایزولـه     هاي استاندارد مثبت و منفی و سویه       سویه. دادیم
هاي مشکوك بـا روش فـوق تحـت          شده از کشت تخم مرغ    

  .مطالعه قرار گرفتند
هـاي مـورد مطالعـه      ، قـارچ DNAجهت تخلیص  

در محیط مایع عصاره مغز و     ) هاي مورد  مثبت، منفی و نمونه   (
هاي قارچی رشـد کـرده    وده ساعت ت  48قلب کشت و بعد از      

 در را هـا  لیتر از هـر یـک از نمونـه     میلی1را هموژن نموده و 
 میکرو لیتـرآن جهـت   100سانتریفوژواز  دور در دقیقه 5000

  . استفاده کردیمDNA استخراج
لیزکننـده   را بـافر  براي این منظور، هـم حجـم آن  

 درجـه  56 سـاعت در دمـاي   4شـیکر،   از اضافه کـرده و بعـد   
گراد قرار داده وبـه هـم حجـم آن، فنـل اشـباع اضـافه             سانتی

ــوده و در  ــه   13000نم ــست دقیق ــدت بی ــه م ــه ب  دور در دقیق
ــاثیر محلــول فنــل و . ســانتریفوژ شــد مــایع رویــی را تحــت ت

 15 دور در دقیقـه بـه مـدت    13000کلروفـرم قـرار داده و در   
فـاز آبـی بـالایی جـدا و هـم حجـم آن        . دقیقه سانتریفوژ شد  

 دور در دقیقه سـانتریفوژ  13000 دقیقه در  5افه و   کلروفرم اض 
 ، نمونه را با استات      DNAجهت حذف املاح و تغلیظ      . شد

 دقیقه 20سدیم تیمارنموده و به آن اتانل مطلق اضافه کرده و      
 را با الکل اتانل   DNA دور در دقیقه سانتریفوژ و       13000در  
 DNA شسته و بعد از خارج کـردن الکـل، نمونـه            درصد 70
در مرحله بعد آن را در آب مقطـر حـل کـرده و    . شک شد خ

جهـت  . گـراد نگهـداري شـد       درجـه سـانتی    -20در در دماي  
ــا    DNAتعیـین غلظـت     ، بـا اســتفاده از دسـتگاه نـانودراپ ب

نــانومتر غلظــت  260روش اســپکتروفتومتري در طــول مــوج 
DNA  هاي شـاهد مثبـت در ایـن روش          نمونه.  تعیین گردید
  . داشت DNAلیتر  در میلی نانوگرم9/56معادل 

 تخم مرغ نیز بـا اسـتفاده از روش         DNAتخلیص  
اي  فوق الذکر انجام گردید و جهـت انجـام واکـنش زنجیـره      

گـراد    درجـه سـانتی  –20پلیمراز تـا زمـان اسـتفاده در دمـاي       
  .نگهداري شدند

   1جهت انتخاب پرایمرها از سـه ژن سـاختمانی   
nor-، Ver-1 و omt-Aو یک ژن تنظیمی  aflR استفاده 

  :سکانس پرایمرها به شرح ذیل است. شد
1)nor-1: 5′-ACC GCT CCG GCA CTC TCG 
GCAC-3′ 
5′-GTT GGC CGC CAG CTT CGA CAC 
TCCG-3′ 

  ژن 501-901از نوکلئوتید   جفت باز400این پرایمر قطعه 
nor-1 از  A .Parasiticusگیرد را در بر می .  

2) Ver-1: 5′- ATG TCG GAT AAT CAC 
CGT TTA GAT CGC-3′ 
5′- CGA AAA GCG CCA CCA TCC ACC 
CCA ATG-3′ 

 ژن 496-1391 جفت باز  از نوکلئوتید 895این پرایمر قطعه 
ver-1   در A.parasiticus سویه  NRR L5862 را 

 .گیرد در بر می
3) omt-A: 5′- GGC CCG GTT CCT TGG 
CTC CTA AGC – 3′ 
5′- CGC CCC AGT GAG ACC TTG CTC 
G-3′ 

  231-1431 جفت باز از نوکلئوتید 1200این پرایمر قطعه 
را SRRC143  سویه.parasiticus A در  omt-1ژن 

  .گیرد در بر می
4) aflR:  5′- TAT CTC CCC CCG GGC 
ATC TCC CGG – 3′ 
5′- CCG  TCA GAC AGC CAC TGG 
ACA CGG – 3′  

 ژن 450-1482ید جفت باز از نوکلئوت1032این پرایمر قطعه 
aflR در A. Parasiticusگیرد  را در بر می.  

اي پلیمراز،  براي انجام آزمایش واکنش زنجیره
 x  10 ،75/0 اي پلیمراز  بافر واکنش زنجیره  میکرو لیتر5/2

 میکرو لیتر مخلوط 5/0 کلرید منیزیوم، 2 میکرولیتر
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 R   ،625/0 میکرولیتر پرایمر625/0نوکلئوتید فسفات، 
  Taq DNA میکرو لیتر آنزیمF  ،5/0رولیتر پرایمر میک

 میکرولیتر آب 5/17 و DNA میکرو لیتر نمونه 2پلیمراز، 
 میکرولیتر مخلوط اصلی 25مقطر با هم مخلوط شد و 

  . ها تهیه شد اي پلیمراز ازهریک از نمونه واکنش زنجیره
 ، مرحلـــــــه 3و 2 ، 1جهـــــــت پرایمرهـــــــاي 

گـراد    درجه سـانتی   94 در دماي ) Denaturationواسرشت
 65در دمـاي    ) annealing( ثانیه، مرحله اتصال     30به مدت   

ــانتی  ــه ســـ ــه     درجـــ ــه و مرحلـــ ــک دقیقـــ ــراد یـــ گـــ
گراد   درجه سانتی  72در دماي   ) (Polymeuzationساخت

 72 سیکل و سـاخت پایـانی در دمـاي    35یک دقیقه به تعداد   
 جهت پرایمـر . گراد به مدت پنج دقیقه انجام شد    درجه سانتی 

گـراد    درجـه سـانتی  94، مرحله واسرشـت در دمـاي      4شماره  
گـراد دو    درجه سـانتی 65یک دقیقه، مرحله اتصال در دماي       

گـراد، بـه     درجـه سـانتی  72دقیقه و مرحله سـاخت در دمـاي      
 سیکل و ساخت پایـانی در دمـاي   35مدت دو دقیقه به تعداد     

جهـت  . گراد به مدت پـنج دقیقـه انجـام شـد          درجه سانتی  72
 سـویه شـاهد در محـیط    aflR   ، 14رسی بیـشتر وجـود ژن       بر

پتیتودکــستروزآگار، غنــی ســازي شــده و پــس از اســتخراج 
DNA  اي پلیمراز وجـود ژن فـوق     ، با روش واکنش زنجیره

  .مورد ردیایی مجدد قرار گرفت

ــت  ــه دس ــصولات ب ــسبت  مح ــده ن ــه 2آم ــا 10 ب  ب
 آمپـــر یـــک 50 وات و 100 ترکیـــب و در x6فرلودینـــگ 

ــاعت ا ــتگاه مــاورا بــنفش تــرانس      س لکتروفــورز و بــا دس
  .ایلومینیاتور خوانده شد و نتایج تجزیه و تحلیل گردید

هـاي فـوق ثبـت و بـا       نتایج به دست آمده از روش     
  .تجزیه و تحلیل گردیدSPSS هاي آماري  استفاده از  روش

  
 یافته ها

هـاي مـشکوك نـشان       نتایج مطالعه روي تخم مرغ    
 مـــورد 7چ رشـــد نمودنـــد کـــه  مـــورد قـــار12داد کــه در  

 3آسپرژیلوس، یک مورد موکـور، دو مـورد پنـی سـیلیوم و             
در یـک مـورد پنـی       . هاي ساپروفیت بودنـد    مورد دیگر قارچ  

  .سیلیوم و آسپرژیلوس با هم رشد نمودند
اي پلیمراز بـر   نتایج مطالعه با روش واکنش زنجیره   

ن هاي اخذ شده نشا    اساس پرایمرهاي مورد استفاده در سوش     
داد که در مواردي کـه نتیجـه روش کرومـاتوگرافی نـازك              

 نتایج تست مولکـولی بـا ایـن پرایمرهـا نیـز             ،لایه مثبت باشد  
، ولی ممکن است عکس آن صادق       )1شکل  (گردد مثبت می 

ــد ــالیز. نباشـ ــره  آنـ ــنش زنجیـ ــراز و روش  واکـ اي پلیمـ
ــه ــازك لای ــه کرومــاتوگرافی ن  و 7 و 3، 1هــاي شــماره  نمون

 ).1جدول (دهد  این را نشان می9با شماره مقایسه آنها 

                                               

  
 نالیز ژل الکتروفورزیس محصولات واکنش زنجیره اي پلیمرازآ. 1شکل 

  با استفاده از پرایمرهاي استفاده شده در نمونه کنترل مثبت
 Nor-1(400bp)کولی ، مارکر مول:از چپ به راست

Ver-1(895 bp) ،))afIR(1032 bp ، )Omt-1(1200 bp 
 

  بحث 
نظـارت و کنتــرل جهـت اســتفاده از مـواد غــذایی    

هاي توسعه علمی و سـلامت اجتمـاعی        سالم یکی از شاخص   
  ).12، 11(شود هر کشوري محسوب می

هاي تازه، استریل هستند اما بعد از   تخم مرغ  اصولاً
هاي متعددي ممکن است     دي، میکروارگانیسم بن تولید و بسته  

سطح آنها را آلوده و در آن نفوذ نمـوده و باعـث آلـودگی و       
آلودگی تخم مرغ با سـم آفلاتوکـسین از   ).9(فساد آنها شوند 

ــم و راه دوم  :دو راه میــسر اســت راه اول وجــود ســم در رژی
باشد  هاي مولد سم می آلودگی تخم مرغ بعد از تولید با قارچ      

دنبـال آسـیب و یـا خـراش و شکـستگی پوسـته       ه دتاً بکه عم 
  .)13،14(افتد اتفاق می
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 سوش اسپرژیلوس فلاووس اخذ شده از دانشکده بهداشت دانـشگاه تهـران بعـلاوه کنتـرل مثبـت و سوشـهاي غیـر            14نتایج مطالعه روي    . 1جدول
  توکسیژنیک ونمونه هاي تخم مرغ مشکوك 

   ا و نتیجه آزمایش زنجیره اي پلیمرازنوع پرایمر ه نام ایزوله      
 nor-1 ver-1 Omt-A aflR نتیجه کروماتوگرافی 
١ + + + + Positive 

٢ + - + - Negative 

٣ + + + + Positive 

٤ + - + + Negative 

٥ - + + - Negative 

٦ - - - + Negative 

٧ + + + + Positive 

٨ - - + - Negative 

٩ + + + + Negative 

١٠ - - + - Negative 

١١ + + - - Negative 

١٢ - + - - Negative 

١٣ - - - - Negative 

١٤ - - - - Negative 

Positive control + + + + positive 

A.niger _ _ _ _ Negative 

P.expansium _ _ _ _ Negative 

F.verticilloides _ _ _ _ Negative 

1 sample + _ _ + Negative 

2 sample + _ _ _ Negative 

3 sample + _ _ _ Negative 

4 sample + _ + _ Negative 

5 sample _ _ + + Negative 

  
دهد که هر چند واکنش   تفسیر نتایج فوق نشان می    

هــاي  اي پلیمــراز روشــی ســریع در تــشخیص ســوش زنجیــره
آفلاتوکسیژنیک است اما این تکنیک بـه تنهـایی در افتـراق        

هاي توکسیژنیک از غیـر توکـسیژنیک کـارآیی نـدارد         سویه
هـاي فـوق در    ولی علیرغم این نقصان، وجود هر یـک از ژن      

تواند دلیل بر ایـن باشـد کـه بـه       مرغ، می  یک ماده شبیه تخم   
 مرور شرایط محیطی در چنین موادي، در جهت تسهیل تولید

آنهـا در    هـا و اثبـات     سم فوق بوده است، لذا وجـود ایـن ژن         

اي پلیمراز، شاید بـه عنـوان شاخـصی جهـت           واکنش زنجیره 
  .ارزیابی کیفی ماده غذایی کارآیی لازم را داشته باشد 

  
ــه همــین منظــو  ــورد از 5ر در ب ــرغ 144 م  تخــم م

 ژن 2مشکوك، نشان داده شد کـه حـداقل یـک و حـداکثر          
 ثر در تولید توکسین فوق قابل رویـت اسـت، در صـورتی            ؤم

هاي فوق مشاهده  هاي سالم هیچ نشانی از ژن که در تخم مرغ   
بــر ایــن اســاس هــر چنــد وجــود بانــد در واکــنش  . نگردیــد

ل بر وجود سم نیست ولی اي پلیمراز در این موارد دلی     زنجیره
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عنـوان پـارامتري مـد نظـر قـرار      ه  تواند در کنترل کیفی ب ـ     می
  .گیرد

هــاي متعــددي از شــیوع آلــودگی بــا      گــزارش
ــود دارد     ــان وج ــف جه ــسین درنقــاط مختل ایــن  .آفلاتوک

هـا نـه تنهـا از جنبـه مـسمومیت بلکـه از نظـر ایجـاد                   گزارش
را نیـز  رشد کودکان    کواشیورکور و اختلال در    ،سرطان کبد 

آلودگی کارگران و بیماران متعدد با ایـن  .مدنظر داشته است   
در نپـــال عـــلاوه . ســم در نپـــال گــزارش گردیـــده اســت   

هایی از فوزاریوم نیز در ایجاد این سـم      برآسپرژیلویس، گونه 
اند که باعـث آلـودگی دانـه حبوبـات گردیـده         دخالت داشته 

ــت ــه . اس ــودگی دان ــه   آل ــرنج از جمل ــدم و ب ــاي ذرت، گن  ه
مــشکلاتی اســت کــه در ذخیــره ســازي ایــن مــواد گــزارش 

 در انگلـیس    1970گزارش اپیـدمی دهـه      ). 11(گردیده است 
در خصوص اپیدمی بیماري تب بدخیم ناشـی از مـواد فاسـد         
شده و تب عصبی آرام نیز کـه منجـر بـه مـرگ دو کـودك           

هاي  گردید، از جمله مواردي است که منجر به اصلاح روش    
  .)1(ی در انگلیس گردیدنگهداري مواد غذای

مطالعات دیگر روي تخم بلـدرچین نـشان داد کـه        
آلودگی تخم بلدرچین ممکن است نتیجه بقـاء سـم در روده        
و ورود آن هنگام تشکیل تخم باشد، که این فرایند حتـی در     

ایـن روش   . هاي پایین نیز ممکـن اسـت اتفـاق بیافتـد            غلظت
ــودگی باشــد کــه آ آلــودگی نیــز در تخــم مــرغ مــد نظرمــی ل

هـا نیـز از ایـن نظـر نبایـد مخفـی        خوراك مورد مصرف مرغ  
  ).15(بماند

هـاي غـذایی در    آلودگی با این سم در سایر نمونـه     
بـراي مثـال در ایتالیـا در        . باشـد   پیشرفته مدنظر می   کشورهاي

هـاي غـذایی    تحقیقی در سال اخیر نشان دادکه حتی از نمونه       
ی وجـود  هـا آلـودگ   مورد مصرف کودکـان در سـوپرمارکت    

اسـتاندارد   تر از حـدود  سطح این آلودگی پایین   چند دارد هر 
.  نـانوگرم در لیتـر بـوده اسـت    25مصوب اروپا یعنی کمتر از    

که کنتـرل مـداوم و نظـارت مـستمر برتولیـد و       ولی نکته این  
هاي بـسیاربا اهمیتـی اسـت       عرضه مواد غذایی از جمله برنامه     

ــتمرار    ــد و اس ــدنظر باش ــشه م ــستی همی ــه بای ــی در ک  آن حت
  ).16(ماند کشورهاي پیشرفته از نظر دور نمی

آلودگی با مواد غذایی دیگر نظیـر شـیر حیوانـات           
مطالعـه ایـی کـه در اهـواز انجـام         . ممکن است اتفـاق بیافتـد     

گرفتــه نــشان داد هــر چنــد میــزان ایــن ســم کمتــر از ســطح  
 نـانوگرم در  500(استاندارد مورد قبول در ایـران بـوده اسـت         

هـاي شـیر میـزان آن بـالاتر از        از نمونـه    درصـد  8ا در   ام) لیتر
). 12(سطح قابل قبول مـورد تأییداتحادیـه اروپـا بـوده اسـت             

تحقیقی در ترکیه نیز روي شیر مادران از نظر آلودگی با این           
سم صورت گرفته که نـشان داده اسـت کـه اسـتمرار تمـاس            

یـن  مادران و نوزادان با این سم لزوم توجه بیشتر بـه اهمیـت ا      
سم و آلودگی مایعـات بیولـوژیکی مـورد مـصرف انـسان را            

  ).17(کند بیان می
ــه در ــشان دادکــه  مطالعــات صــورت گرفت مــصر ن

هـا از اهمیـت بـسیاري         کنترل و پایش آلودگی خوراك مرغ     
خـصوص از ایـن نظـر کـه حـرارت دادن      ه ب. برخوردار است 

ــودگی  تخــم ــد باعــث آل ــرغ جهــت مــصرف هرچن ــی  م زدای
گـردد، ولـی در سـم زدایـی       یر سالمونلا می  هایی نظ   میکروب

رسد که تنها  نظر میه آفلاتوکسین کمتر تأثیر دارد، بنابراین ب   
مـرغ، جلـوگیري از    راه جلوگیري از انتقـال سـم از راه تخـم       

ــد  ــودگی آن باش امــروزه محققــین برآننــد کــه از    ). 10(آل
هـا   ها استفاده شود که ایـن خـوارك        هایی براي مرغ    خوارك

م شده و از ورود سم به بدن مرغ یا واردشـدن  باعث جذب س  
  ).14(مرغ جلوگیري شود آن به تخم

اي پلیمـراز و   واکنش زنجیـره  جهت ارزیابی تست
ــایی ژن  ــت شناس ــا     اهمی ــسه ب ــه و در مقای ــورد مطالع ــاي م ه

هاي استاندارد اخذ شده از دانشکده بهداشت دانـشگاه          سوش
 مطالعـه در   تهران، نتایج نشان داد وجود هـر چهـار ژن مـورد           

اي پلیمراز شرط لازم براي مثبت شـدن   روش واکنش زنجیره 
روش کروماتوگرافی نازك لایه به عنوان اسـتاندارد طلایـی          

 ســه ژن Omt-A و Ver-1و  Nor-1هــاي  ژن. باشـد  مـی 
ساختمانی هـستند کـه در مـسیر بیوسـنتز آفلاتوکـسین عمـل           

وکـسین  هاي کلیدي براي تولید آفلات نموده و در تولید آنزیم   
  ).18(ضروري هستند

 از روش   DNAدر این مطالعه، جهـت اسـتخراج        
فنل وکلروفرم استفاده شـد کـه بـا توجـه بـه حـذف عوامـل                  
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ــروتئین   ــل پ ــر مث ــه گ ــل   مداخل ــایر ذرات، روش قاب ــا و س ه
همچنـین در مطالعـات دیگـر       ). 20،  19(باشـد  اعتمادتري مـی  

 هـاي  نشان دادند کـه تنظـیم بیوسـنتز آفلاتوکـسین در قـارچ             
خانواده آسپرژیلوس، بـا مداخلـه فاکتورهـاي تنظـیم کننـده            

گیـرد کـه ایـن       رونویسی متعدد مثبـت و منفـی صـورت مـی          
فاکتور ممکن است تحث تاثیر پارامترهاي محیطی و غـذایی     

  ).21-23(قرار داشته باشد
مطالعات گیزن نـشان داد کـه فقـدان افلاتوکـسین          

بازها اتفاق بیافتد تواند در اثر موتاسیون جانشینی بعضی از  می
و لیو و چو نـشان دادنـد کـه تغییـر شـرایط فیزیولـوژیکی در        

سـوانی ومـایر   ). 24، 20( بسزایی دارد بیوسنتز افلاتوکسین اثر  
توانـد    پیـامبر مـی    RNAنشان دادند که وجود یا عدم وجود        

هاي توکسیژنیک و غیر توکسیژنیک      در افتراق مستقیم سویه   
  ).26، 25(مثمر ثمر باشد
رسـد در مـسیر بیوسـنتز     نظـر مـی  ه  طرف دیگر ب  از  

آفلاتوکسین یکسري ژن تنظیم کننده وجـود دارد کـه اینهـا         
هاي ساختمانی تـاثیر گـذارده و باعـث فعـال سـازي       روي ژن 

در صـورت عـدم وجـود ایـن       . شـود  برداري در آنها می    نسخه
  . ژنها قارچ قادر به تولید سم نخواهد بود

  
  نتیجه گیري 

یـدگی فرآینـد تولیـد سـم و فقـدان      با توجه به پیچ  
نظـر  ه  روش مولکولی سریع در تشخیص قطعی وجود سم، ب ـ        

اي پلیمراز در غربـال اولیـه       رسد که روش واکنش زنجیره     می
کمک کننده است و در صورت مثبت شدن نتیجـه، اسـتفاده          

رسـد بـسط     نظر می ه  ب. تر توصیه شود   هاي دقیق  از سایر روش  
ذایی نیاز به تحقیق و بررسـی       این روش غربالگري در مواد غ     

بیشتر دارد و طراحی روشی سریع با حساسیت و ویژگی بـالا          
جهت تائیـد قطعـی آلـودگی نهـایی بـا آفلاتوکـسین لازم و               

  .باشد ضروري می
  

  قدردانی تشکر و
ــه دوســتان و ــن   از کلی همکــارانی کــه درانجــام ای

 ـ   تحقیق ما را یاري نمـوده      خـصوص از رئـیس محتـرم       ه  انـد ب

هـاي طیـور موسـسه رازي، دانـشکده بهداشـت         اريبخش بیم 
ــت    ــین معاون ــارچ شناســی و همچن ــران بخــش ق ــشگاه ته دان

عنوان تامین کننـده مـالی تقـدیر و         ه  پژوهشی موسسه رازي ب   
  .آید عمل میه قدردانی ب
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