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تعيين آلودگي قارچي در 
غذاي دست ساز و کارخانه اي 

قزل آلاي رنگين کمان 

چكید ه
 در تحقیق حاضر آلودگي قارچي غذاي مصرفي قزل  آلاي رنگین کمان با تاکید بر قارچ هاي بالقوه مولد مایكوتوکسین مورد ارزیابي قرار گرفت. نمونه ها از یک 
کارخانه تهیه خوراك دام و نیز از 6 مزرعه پرورش تهیه شدند. در کارخانه تولید خوراك از مواد اولیه تشكیل دهنده پلت شامل گندم، آرد گندم، سویا، پودر 
ماهی، گلوتن و نشاسته و نیز محصول نهایي و از مزارع پرورش قزل آلا از خوراك مصرفی نمونه گیري بر اساس دستورالعمل شماره 7570 موسسه استاندارد 
و تحقیقات صنعتی ایران صورت گرفت. نمونه ها در کیس�ه هاي پلاس�تیكي سربس�ته به آزمایش�گاه منتقل ش�دند و بلافاصله رقت هاي مختلف تهیه شده از 
 نمونه ها به منظور جداسازي قارچ به محیط های Aspergillus flavus و  AFPA( A. parasiticus( دیكلران رزبنگال کلرامفنیكل آگار )DRCA ( منتقل گردید. 
کلني هاي قارچي به محض ظهور بر روي محیط هاي کش�ت از طریق کش�ت مجدد بر روي محیط س�ابورو دکستروز آگار، خالص شده و با استفاده از تلفیقي از 
ویژگي هاي مورفولوژیک ماکرو و میكروسكوپي در سطح جنس و گونه مورد شناسایي قرار گرفتند. بر اساس نتایج بدست آمده، در مجموع 133 گونه قارچ از 11 
جنس با فراواني هاي مختلف جدا شد. بیشترین میزان آلودگي مربوط به محصول نهایي کارخانه )18/04درصد( و سپس به ترتیب آرد گندم )17/29درصد( و گلوتن 
)15/78درصد( بود. گونه هاي آسپرژیلوس از همه محل هاي نمونه گیري غیر از یک مورد گزارش شدند. جنس آسپرژیلوس با 54/88 درصد بالاترین فراواني 
را دارا بود و بعد از آن به ترتیب جنس هاي سودالشریا )12/03 درصد(، پنیسیلیوم )10/52درصد( و آبسیدیا )9/77( قرار داشتند. در بین گونه هاي جدا شده 
بیشترین جداسازي مربوط به گونه A. flavus )36/84درصد( بود. از محصول نهایي کارخانه خوراك دام و مواد اولیه آن در مجموع 109 گونه قارچ از 11 جنس جدا 
شد. بیشترین میزان آلودگي مربوط به پلت )22/01درصد( و سپس آرد گندم )21/1درصد( و گلوتن )19/26درصد( بود. گونه هاي جنس آسپرژیلوس از همه نمونه 
هاي غذایي گزارش شدند، در حالي که جنس هاي سودالشریا و الوکلادیوم فقط از پلت جدا شدند. جنس آسپرژیلوس با 55/96 درصد بالاترین فراواني را دارا بود 
 و بعد از آن به ترتیب جنس هاي پنیسلیوم )12/84درصد(، آبسیدیا )11/01درصد( و سودالشریا )10/1درصد( قرار داشتند. سهم A. flavus 33/94درصد بود. در 
نمونه هاي به دس�ت آمده از خوراك قزل آلا در 6 مزرعه پرورش در مجموع 24 گونه قارچ از 6 جنس جدا ش�د، که آس�پرژیلوس به تنهایي 50 درصد از این 
آلودگي را تشكیل مي داد که همگي مربوط به گونه A. flavus بود. سه مزرعه از غذاي دست ساز و سه مزرعه از غذاي آماده استفاده مي کردند. میزان آلودگي 

در غذاي دست ساز بیشتر از غذاي آماده بود. 
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مقد مه
غذای قزل آلای رنگین کمان از اجزای مختلفی تش��کیل ش��ده اس��ت 
 که م��واد اصلی آن پودر ماهی، س��ویا، آردگندم، گلوتن، نشاس��ته و روغن 
می باش��د. کیفی��ت نامطلوب هری��ک از این اجزای تش��کیل دهنده اثرات 
مستقیم و غیرمس��تقیم بر کیفیت گوشت تولید شده خواهد داشت. عوامل 
متعددی باعث تغییرات نامطلوب در اجزای تشکیل دهنده جیره یا محصول 
نهایی می شوند. ش��دت این تغییرات به حدی است که بعضی اوقات منجر 
 به غیر قابل مصرف ش��دن ماده غذایی می ش��ود. غذای مورد اس��تفاده در 

کارگاه های پرورش یا به صورت کارخانه ای بوده و یا دس��ت ساز می باشد. 
در هر دوی این موارد کیفیت مواد اولیه و بعد شرایط نگهداری در مرغوبیت 

ماده غذایی از اهمیت بسیار بالایي برخوردار است. 
یک��ی از عوامل مهم تأثیرگذار در کیفیت ماده غذایی قارچ ها هس��تند. 
 ق��ارچ ه��ا از نظر س��ازماندهی س��لولی در یک��ي از پنج سلس��له متعلق به 
یوکاری��وت ها قرار م��ي گیرند و از زیر گروه های متعدد و متنوع تش��کیل 
 ش��ده اند )ش��مس قهفرخ��ي، علي ن��ژاد، رزاق��ي ابیان��ه، 1384(. حضور 
قارچ ها از دو جنبه ایجاد فس��اد و تولید س��م در ماده غذایی دارای اهمیت 
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In the present study, fungal contaminations of trout feed were examined with special attention of potentially 
mycotoxigenic fungi. The feed samples were obtained from a factory and 6 farms. Sampling was done on final 
pellets and their ingredients including wheat, wheat flour, soya, fish powder, gluten and starch in the factory and in 
the farm according to the instruction of Institute of Standard and Industrial Research of Iran (No: 7570). Samples 
were transferred to the laboratory in nylon bags and cultured for fungal isolation on specific media i.e. Aspergillus 
flavus and parasiticus agar (AFPA) and Dichloran rosebengal chloramphenicol agar (DRCA). Fungal colonies were 
purified from primary cultures by sub-culturing on Sabouraud dextrose agar plates and identified at the genus or 
species level by a combination of macro- and microscopic morphological criteria. Based on the results obtained, a 
total of 133 fungal isolates belonging to 11 different genera were isolated. The most contamination occurred on the 
factory’s final production stage, followed by the wheat flour (17.29%) and gluten (15.78%). Aspergillus species 
were isolated from all the samples except one. The genus aspergillus was the most prominent fungus isolated 
(54.88%) followed by the genera penicillium (10.52%) and Absidia (9.77%). Aspergillus flavus was most frequently 
isolated fungus (36.84%). A total number of 109 fungal species from 11 genera were isolated from the pellets and 
feed ingredients in the factory. The most contamination was in the pellet (22.01%), followed by wheat flour (21.1%) 
and gluten (19.26%). Aspergillus species were present in all the samples, while pseudallscheria and ulocladium 
were isolated only from the pellets. Aspergillus was the most prominent genus (55.99%), followed by the genera 
penicillium (12.84%), absidia (11.01%) and pseudallscheria (10.1%). From the farm samples, a total of 24 fungal 
species were isolated, of which 50% were belonging to the genus aspergillus from the species, Aspergillus flavus. 
Three of the farms used handmade feed while the other three farms consisted of factory made feed. The feeds that 
were handmade were more contaminated than that of the factory made feed.
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اس��ت. این قارچ ها روی غذاهایی که در ش��رایط بد نگهداری میشوند رشد 
کرده )Motalebi ،Ardalani و Jamili، 2003( و به طور وس��یعی غذا 
و محص��ولات کش��اورزی را آلوده می کنند. محصول نهایی ش��امل چندین 
ماده اولیه اس��ت که هرک��دام از این ها می توانند آل��وده به یک یا چندین 
سم قارچی باش��ند که در نتیجه محصول نهایی نیز آلوده به سموم مختلف 
 Franceschi،Bidoli، Baron 1991؛ ،Chelkowski( خواه��د ب��ود
و Vacchia، 1995(. این س��موم توسط س��وش های خاصی از قارچ های 
 رش��ته ای مانند آس��پرژیلوس، پنیس��یلیوم و فوزاریوم تولید مي شوند. این 
قارچ ها به محصول در س��طح مزرعه و نیز به مواد غذایی نگهداری شده در 
انبار درش��رایط نا مساعد دمایی و رطوبتی حمله می کنند )Berry،1998؛ 
Smith Solomons، Lewis و Anderson، 1995(. مه��م تری��ن این 
س��موم قارچي آفلاتوکسین ها هس��تند آفلاتوکس��ین ها عمدتاً توسط دو 
 ،Das و Dutta( تولید می ش��وند A. parasiticus و A. flavus گون��ه
A. flavus .) 2000 از گونه های اصلی مولد آفلاتوکسین است که مسئول 
آلودگی محصولات کشاورزی قبل از برداشت و یا در دوران نگهداری در انبار 
                                                   . )2007 ،Bowyer و Hedayati، Pasqualotto، Waen( می باش��د
تاکن��ون 18 نوع آفلاتوکس��ین مورد شناس��ایی ق��رار گرفته ان��د که ازاین 
می��ان ان��واع B1 ،G1 و M1 بیش��ترین اهمی��ت را دارند )علام��ه، رزاقي 
ابیانه، 1380(. س��موم عمده تولید ش��ده توس��ط A. flavus آفلاتوکسین 
ه��ای B1 و B2 هس��تند درحالی ک��ه A. parasiticus ع��لاوه برآن، دو 
س��م دیگر یعن��ی G1 و G2 را هم تولی��د می کند )رزاق��ي ابیانه، پیله ور 
 ،Klich و Bennett س��لطان احمدي، شمس قهفرخي، علي نژاد، 1390؛
 ،Cleveland Yu، Whitelaw، Nierman،Bhatnagarو  2003؛ 
2004(. ه��ر دو گون��ه ذکر ش��ده قادر به تولید آفلاتوکس��ین می باش��ند 
)رزاقي ابیانه، س��لطان احمدي، ش��مس قهفرخي، علي نژاد، 1390; علامه، 
رزاق��ي ابیانه، 1380(. در میان انواع آفلاتوکس��ین، نوع B1 دارای بالاترین 
 Bennett( سمیت بوده و هپاتوکارس��ینوژنیک ترین ترکیب طبیعي است
وKlich، 2003(. آفلاتوکس��ین B1 به دلیل سمیت بالا و گسترش وسیع 
در مواد غذایی خام مورد مصرف در انس��ان و دام، معمولترین س��م قارچی 
اس��ت که توس��ط FDA کنترل می ش��ود )Coulombe، 1993 (. سایر 
ترکیبات سمی تولید شده توسط A. flavus شامل استریگماتوسیستین1، 
س��یکلوپیازونیک اس��ید2، آفلاتریم3، گلیوتوکس��ین4 و آس��پرژیلیک اسید5 
هس��تند. ع��لاوه براین A. flavus می تواند بعضی دیگ��ر از متابولیت های 
ثانویه مانند دي هیدروکسي آفلاوینین6، ایندول، پاسپالینین7 و ورسیکلرین8 
 A. و A. flavus را نیز تولید کند. لازم به ذکر اس��ت تمامی س��ویه هاي A
parasiticus قادر به تولید آفلاتوکس��ین نیستند. سویه های مولد سم نیز 
در همه محیط ها توانایی تولید س��م را ندارند )علامه، رزاقي ابیانه، 1380؛ 
می��زان   .)1991  ،Suarez و   Cutuli، Cuellar،Camara،Mateos
گسترش آلودگی به این قارچ ها با توجه به موقعیت جغرافیایی، شرایط انبار 
 Payne، Thompson،( و مراح��ل عمل آوری ماده غذایی متنوع اس��ت
Lillehoj،Zuber و Adkins، 1988(. مناسب ترین زمان، دما و رطوبت 
نس��بی برای رش��د قارچ و تولید آفلاتوکسین به ترتیب  2 تا 3 هفته، 25 تا 
30 درجه س��انتی گراد و 88 تا 95 درصد تعیین ش��ده است )علامه، رزاقي 
 Gibson، Baranyi،( ابیان��ه، 1380، اما رطوبت مهم ترین متغیر اس��ت
Pitt، Eyles و Robert، 1994(. با کاهش رطوبت ماده غذایی به کمتر از  

12 درصد، رشد قارچ و تولید آفلاتوکسین متوقف خواهد شد. مناسب ترین 
درجه حرارت برای رش��د A. parasiticus 35 درجه سانتی گراد است. با 
این حال، حداکثر تولید آزمایش��گاهی آفلاتوکسین هم بر روی محیط های 
مصنوعی و هم بر روی محیط های طبیعی در دمای 25 تا 30 درجه سانتی 
گراد صورت می گیرد و فرآیند تولید س��م در حرارت های پایین تر از  7/5 
و بالاتر از 40 درجه س��انتی گراد متوقف خواهد شد. دمای حداقل، مطلوب 
و حداکث��ر برای تولید آفلاتوکس��ین به ترتی��ب 12 ، 27 و 40 تا 42 درجه 
 ،Diener و Davis 2002؛ ،Aldao و Asis، Paola(  سانتي گراد است
1970( وس��عت اثرات ناش��ی ازآلودگی اغذیه به آفلاتوکسین درماهیان به 
فاکتورهای متعدد ش��امل قدرت اثر آفلاتوکسین )نوع آفلاتوکسین(، مقدار 
سم، گونه و اس��ترین ماهی، وضعیت سلامتی، مرحله زندگی، استرس هاي 
محیطي و حضور یا عدم حضور ترکیبات مؤثر بر س��میت آفلاتوکس��ین ها 
وابسته است. تماس با مقادیر زیاد آفلاتوکسین می تواند مرگ و میر ماهیان 
را افزای��ش داده و خس��ارات مالی ش��دیدی به صنعت پ��رورش ماهی وارد 
س��ازد. از طرف دیگر اثرات آفلاتوکس��یکوز مزمن به صورت تأخیر در رشد، 
کاهش کیفیت غذا، حساس��یت به عفونت ها و نئوپلازی قابل مشاهده است 
)Lee، Hendrichs و Bailey، 1991(. قارچ آسپرژیلوس علاوه بر تولید 
س��م به عنوان عامل بیماری زا در ماهیان نیز مطرح اس��ت و باعث بیماری 
سیس��تمیک در ماهی می شود )Khoo، 2000 (. س��ابقه مطالعه بر روی 
آفلاتوکس��یوزیس درماهیان آب شیرین خصوصاًً قزل آلای رنگین کمان به 
زمانی که بش��ر به ماهیت آفلاتوکس��ین ها پی برد برمی گردد )سپهداري، 
1388(. طی این مدت تحقیقات متعددی روی آبزیان پرورشی صورت گرفته 
است. برای اولین بار در سال 1960 آفلاتوکسیکوزیس درآبزیان پرورشی به 
هم��راه وقوع هپاتوم درمراکز تکثی��ر قزل آلای رنگین کمان درایالت آیداهو 
 واق��ع در آمریکا گزارش گردید. درآزمایش��ات بعد از م��رگ، کبدی حاوی 
ندول هاي بس��یار )مولتی ندولار( به همراه کارس��ینومای اولیه سلول های 
کب��دی مش��اهده گردی��د )Ashley، 1970(. علت نهای��ی تلفات، مصرف 
کنجاله های پنبه دانه کپک زده که آلوده به آفلاتوکسین ها بوده و به شکل 
خام جهت تغذیه ماهیان مورد استفاده قرار گرفته بودند تشخیص داده شد. 
مطالعات تکمیلی انجام شده موید این مطلب بود که قزل آلای رنگین کمان 
از گونه های بسیار حساس از نظر ایجاد تومورهای کبدی به واسطه مصرف 
آفلاتوکس��ین B1 می باش��د. بعد از آن تلفات دسته جمعی ناشی ازمصرف 
آفلاتوکس��ین ها ازآلمان نیزگزارش گردید )Mahoney، Molyneux و 

Campbell، 2000 ( . حضور سم درخوراك مصرفی حیوانات توسط  
DeVries و همکاران درس��ال 2002، بیوس��نتز و متابولیس��م آن توسط 
Calvo و همکاران درسال 2002، سم شناسي و اثرات بیولوژیک آن توسط 
 ،)1994(  Newberre و   Cullen  ،)1994(  Groopman و   Eaton
Gloumbe )1993( وغیره به انجام رسید. اما تاکنون جمع بندی اقتصادی 
در مورد اثرات آفلاتوکس��ین با تاکید برآبزیان به انجام نرس��یده اس��ت. در 
مکزی��ک توس��ط Ruizperez و هم��کاران درس��ال 1984، در دانمارك 
 Tim Phillips و هم��کاران درس��ال 1986 و در ش��یلی  Rasmussen
درس��ال 1990 یک آلودگی تجربی ایجادگردید، Cagauam و همکارانش 
در سال 2004 گزارش وقوع تلفات دسته جمعی در میان ماهیان تیلاپیای 
پرورش��ی در فیلیپی��ن را که از طری��ق تغذیه با غذاهای کپ��ک زده اتفاق 
افتاده بود گزارش کردند )س��پهداري، 1388(. اثرسرطان زایی آفلاتوکسین 
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B1 در ماهیان��ی مانن��د قزل آلای رنگین کمان، گرب��ه ماهی کانال، تیلاپیا، 
Chavez، Martinez،Osorio،Palacios( گوپ��ی، کپورماهی هن��دی
2001؛   ،Lovell Lovell،1990؛  و   Jantraroti 1994؛   ،Mareno و 
  Penaus monodon و   )2003  ،Jamili و   Motalebi،Ardalani"
)Bautista، Pitogo، Subosa و Begino، 1994( مطالعه ش��ده است. 
آفلاتوکس��یکوزیس بیماری است که می تواند بس��یاری ازگونه های ماهی 
و پوس��ته داران را مبت��لا کن��د و وقتی که غذای آلوده به آفلاتوکس��ین ها 
 Bautista، 1970؛ ،Ashley(  توس��ط ماهی خورده ش��ود بروز می کند
Pitogo Subosa و Begino، 1994(. آفلاتوکس��یکوزیس تجرب��ی در 
ای��ران از فی��ل ماهی9 نوجوان که با جیره آلوده به س��م تغذیه ش��ده بودند 
 .)2006 ،Hajimoradloo و Farabi، Yosefian( گزارش شده اس��ت
مطلبي و همکاران )2008( نیز بر روي خوراك قزل آلاي رنگین کمان کار 
کردن��د. در این تحقیق  ط��ی دو مرحله نمونه گیری در دو زمان متفاوت از 
سال، خوراك مصرفی قزل آلای پرورشی مورد آزمایش قرار گرفت. طی این 
 مطالعه اثرات فصل و ش��رایط محیطی بر میزان آلودگی بررسی شد. غلظت 
آفلاتوکس��ین ه��ا در پایی��ز و زمس��تان بین 2 ت��ا  ppb 4 ب��ود. درحالی 
 ک��ه در تع��دادی از نمون��ه های گرفته ش��ده در به��ار و تابس��تان، غلظت 
آفلاتوکسین های G2 ،G1 ،B2 ، B1، بین 1/21 تا ppb  6/62 بود. مزارعی 
که بهداش��ت را در نگهداری خوراك رعایت می کردند میزان سم کمتری را 

      .)2003 ،Jamili و Motalebi، Ardalani( درغذا نشان دادند
                                                      

روش کار
در این تحقیق از مواد اولیه و محصول نهایي یک کارخانه تولید خوراك 
و نیز از  6 مرکز پرورش ماهي قزل آلاي رنگین کمان نمونه گیري به عمل 
آمد. از  6 مزرعه پرورش، 3 مزرعه از غذاي دس��ت ساز و 3 مزرعه از غذاي 
کارخانه اي اس��تفاده مي کردند. برای نمونه گیری از دس��تورالعمل شماره 
7570 موسسه استاندارد و تحقیقات صنعتی ایران استفاده شد. در کارخانه 
تولید خوراك از مواد اولیه تشکیل دهنده پلت شامل گندم، آرد گندم، سویا، 
پودر ماهی، گلوتن و نشاسته و نیز محصول نهایي نمونه گیری به عمل آمد، 
و از م��زارع پرورش قزل آلا از خوراك مصرف��ی نمونه گیري صورت گرفت.  
نمونه ها در کیس��ه هاي پلاستیکي سربس��ته به آزمایشگاه منتقل شدند و 
بلافاصله با اس��تفاده از روش Samson و همکاران برای جداسازی قارچ ها 
اقدام به رقیق س��ازی نمونه ها شد )Samson، Hoekstra، Frisvad و 
Filtenborg، 2000(. مق��دار 20 گ��رم نمونه با 180 میلی لیتر آب مقطر 
اس��تریل حاوی  0/85 درصد کلرید سدیم و 0/05 درصد توئین 80 بر روی 
ش��یکر به مدت 30 دقیقه قرار داده ش��د. سپس حجم های 0/5 ، 75/ 0 و 
 DRCA و  AFPA 1 میلی لیتر از آن را برداش��ت ش��د و به محیط های
منتقل گردید. پلیت ها به طور روزانه مورد مشاهده و بررسی قرار گرفتند. 
در محیط کش��تAFPA10، قارچ هاي آس��پرژیلوس گ��روه فلاووی از 
جمله گونه های فلاووس و پارازیتیکوس به صورت پرگنه هاي پشت نارنجي 
مش��خص مي ش��وند. محیط DRCA11 نیز به دلیل دارا ب��ودن دیکلران، 
روزبنگال و کلرامفنیکل براي جدا س��ازي قارچها از محیط بس��یار مناسب 
است. دیکلران رشد قارچ هاي سریع الرشد را کند مي کند و مانع از پوشانده 
شدن سایر قارچ ها توسط آنها مي شود. کلرامفنیکل هم رشد باکتري ها را 
مهار کرده و در نهایت جدا سازي و شناسایي کلني هاي قارچي رشد کرده 

بر روي محیط کشت بهتر صورت میگیرد.
  از کلی��ه پرگن��ه ه��اي پش��ت نارنج��ی نمون��ه گی��ری ش��د و جهت 
  CZ 13 و AFPA  SDA12 ،خالص س��ازی به پلیت ه��ای حاوی محی��ط
)چاپکس( منتقل گردید. کش��ت بر روي محیط چاپکس براي مشاهده بهتر 
کلني و به صورت س��ه نقطه اي انجام شد )شکل 2 قسمت e(. بعد ازخالص 
س��ازی پرگنه های پشت نارنجی، براي بررس��ی مورفولوژیکی اقدام به تهیه 
اس��لاید کالچر )کش��ت بر روي لام( شد و سپس برای نگهداری اسپور قارچ 
ب��رای آزمایش های بعدی، اقدام به کش��ت برروی محی��ط SDA در لوله 
گردید. اس��پورها بعد از یک هفته با ایجاد سوسپانس��یون توسط آب مقطر 
اس��تریل و توئی��ن 80 جم��ع آوری و در دم��اي 80 – درجه س��انتي گراد 
نگهداری ش��دند. لازم به ذکر اس��ت از همه پرگنه های رشد کرده بر روی 
پلیت گسترش مستقیم )تیزمانت( برای شناسایی فلور قارچی نمونه ها تهیه 
ش��د و از قارچ های غیر آس��پرژیلوس که با این روش شناسایی نمي شدند 
نیز اسلاید کالچر تهیه گردید. شناسایی فلور قارچی با توجه به ویژگی های 

مورفولوژی ماکرو و میکروسکوپی ایزوله های قارچی انجام گرفت. 

گسترش مستقیم از پرگنه قارچ
روش تهیه گسترش مستقیم از قارچ یکی از تکنیک های رایج در آماده 
سازی قارچ ها برای بررسی  میکروسکوپی است. در تهیه گسترش مستقیم 
از پرگنه، ابتدا قط��ره کوچکی از یک ترکیب تثبیت کننده، نظیر لاکتوفنل 
با بخش کوچکی از پرگنه قارچ درحال بررس��ی در سطح یک لام تمیز قرار 
داده ش��د. درادامه، بخشی از پرگنه قارچ با دو وسیله نوك تیز و برنده نظیر 
س��وزن جدا کننده یا اسکالپل بر روی لام به قطعات کوچک تقسیم گردید، 
به نحوی که به طور کامل به لاکتوفنل آغش��ته ش��ود. درپایان، لاملی روی 
مجموعه قارچ - لاکتوفنل قرار گرفت و مجموعه با میکروس��کوپ مش��اهده 
ش��د. درصورتی که قرار باش��د لام را به مدت طولانی نگه دارند، حد فاصل 
حاشیه های لامل را با برق ناخن مسدود می کنند. پیش از این مرحله، باید 

لاکتوفنل اضافی را از حاشیه های لامل با کاغذ خشک کن حذف کرد. 

کشت بر روی لام
روش کش��ت روی لام برای کمک به شناسایی قارچ های رشته ای، که 
به س��ختی با روش تهیه تیزمانت شناسایی می شوند، انجام می شود )شکل 
1(. محیط های کشت متفاوت نظیر محیط آگار غلات، آرد ذرت آگار، سیب 
زمینی دکستروز آگار و آگار عصاره سبزیجات برای تحریک تولید کونیدیوم 
بس��یار مناس��ب اند و به همین دلیل در تهیه کش��ت روی لام استفاده می 
ش��وند. کشت ها به طور معمول به مدت 2 هفته درتاریکی در دمای  25 تا 
30 درجه س��انتی گراد نگهداری می شوند. برای تهیه کشت روی لام ابتدا 
یک کاغذ فیلتر به اندازه س��طح کف یک پلیت شیشه ای 100 میلی متری 
بری��ده و در داخل پلیت قرار گرفت و مجموعه به وس��یله اتوکلاو در دمای 
121 درجه سانتی گراد به مدت 15 دقیقه استریل و با فورالکتریکی خشک 
ش��د. ابتدا محیط کش��ت SDA در پلیت با یک اسکاپل استریل به قطعات 
مربع با ابعاد 1 در 1 سانتی متر برش داده شد و یک قطعه از محیط کشت 
با اس��کاپل روی لام موجود در پلیت شیشه ای قرار گرفت. در ادامه، بخش 
کوچکی از پرگنه قارچ درحال بررس��ی، با یک آنس بلند برداش��ت ش��ده و 
در وس��ط اضلاع مربع محیط کش��ت تلقیح گردید. یک لامل استریل روی 

تعیین آلودگی قارچی در ...
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محیط کشت تلقیح شده با قارچ قرار داده شد و مقداری آب مقطر استریل 
به پلیت شیش��ه ای افزوده گردید. ای��ن آب مقطر، فیلتر کاغذی موجود در 
پلی��ت را مرطوب نگه میدارد و دراین ش��رایط، علاوه برتامین رطوبت کافی 
برای رش��د قارچ، از تبخیر محیط کشت نیز جلوگیری خواهد شد. کشت ها 
به مدت 2 هفته در دمای 25 تا 30 درجه س��انتیگراد، دریک مکان تاریک 
قرار گرفتند و در طی این مدت، به طور مرتب با یک لوپ از نظر رشد قارچ 
و اسپورزایی بررسی شدند. پس از اطمینان یافتن از کامل شدن رشد قارچ، 
لام از داخل پلیت شیشه ای خارج و سطح زیرین آن را با گاز یا پنبه خشک 
گردی��د. قطره کوچکی از یک ترکیب تثبیت کننده قارچ نظیر لاکتوفنل در 
وس��ط یک لام تمیز میکروس��کوپی قرار گرفت و در ادامه با استفاده ازیک 
پنس، لامل موجود روی محیط کش��ت پس از جداس��ازی از س��طح محیط 
روی لاکتوفنل قرار داده ش��د. حدفاصل لام و لامل با لاك مس��دود گردید. 
لام دیگری نیز با حذف محیط کش��ت موج��ود روی لام اصلی و قرار دادن 
لاکتوفنل و لامل روی ناحیه رش��د قارچی درس��طح لام و درپایان مسدود 
کردن حد فاصل لام و لامل با لاك تهیه ش��د. لام های تهیه ش��ده در زیر 
میکروس��کوپ بررسی و جنس قارچ و درصورت امکان، گونه قارچ شناسایی 

گردید )رزاقي، قهفرخي، 1384(.

نتایج
بعد از نمونه گیري و حمل به آزمایشگاه، براي غربالگری اولیه قارچ هاي 
آس��پرژیلوس گروه فلاووی از محیط AFPA اس��تفاده شد. در این محیط 
کش��ت پرگنه هاي قارچ هاي آس��پرژیلوس گروه فلاووی به صورت پش��ت 
نارنجي مش��اهده مي شوند. سپس جداسازی، خالصسازی و شناسایی نهایی 
 آنها با اس��تفاده از ویژگی های مورفولوژیک انجام گرفت )ش��کل 2(. س��ایر 
گون��ه ه��ای قارچی جداس��ازی ش��ده از غذا نیز ب��ا اس��تفاده از کلیدهای 

مورفولوژیک شناسایی گردیدند. 
همانگون��ه که در جدول 1 مش��اهده مي ش��ود در مجم��وع 133 گونه 
ق��ارچ از  11 جنس با فراوانی های مختلف از مواد اولیه، محصول نهایي در 
کارخانه و نیز مراکز پرورش جدا ش��د. بیش��ترین میزان آلودگي مربوط به 
محصول نهایي کارخانه )18/04 درصد( و سپس به ترتیب آردگندم )17/29 
 درص��د( و گلوتن )15/78 درصد( بود. اعضاي جنس آس��پرژیلوس  از همه 
محل هاي نمونه گیري غیر از ایستگاه 1 گزارش شدند. جنس آسپرژیلوس 
 ب��ا 54/88 درص��د بالاتری��ن فراوان��ی را دارا ب��ود و بع��د از آن ب��ه ترتیب 
جنس های سودالش��ریا15 )12/03 درصد(، پنیسیلیوم16 )10/52 درصد( و 

آبسیدیا17 )9/77 درصد( قرار داشتند 
از محص��ول نهای��ي کارخانه خ��وراك دام و مواد اولی��ه آن در مجموع  
109 گون��ه قارچ از 11 جنس با فراوانی های مختلف جدا ش��د. بیش��ترین 
میزان آلودگي مربوط به پلت  )22/01 درصد( و سپس به ترتیب آرد گندم  
)21/1 درصد( و گلوتن  )2 6 /19 درصد( بود. اعضاي جنس آس��پرژیلوس 
از همه نمونه های غذایی گزارش شدند، درحالی که جنس هاي سودالشریا 
و الوکلادی��وم18  فقط از پلت جدا ش��دند. 8 جنس دیگ��ر بطور تصادفي در 
نمونه هاي تهیه شده ازخوراك پراکنده بودند. جنس آسپرژیلوس با 55/96 
درص��د بالاتری��ن فراوانی را دارا بود و بع��د از آن به ترتیب جنس های پنی 
س��یلیوم  )84/ 12 درصد(، آبس��یدیا )11/01 درصد( و سودالشریا )10/10 

درصد( قرار داشتند. 
در نمون��ه هاي به دس��ت آمده از خوراك ق��زل آلا در 6 مزرعه پرورش 
در مجم��وع 24 گونه قارچ از 6 جنس جدا ش��د. ک��ه A. flavus با حضور 
در 5 مزرع��ه پرورش از 6 مزرعه بالاترین میزان آلودگي را تش��کیل میداد 

)جدول 1(. 
در بین قارچ های جدا ش��ده جنس های آس��پرژیلوس، پنیس��یلیوم و 

شكل 1- روش کشت روي لام
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شكل 2- ویژگی های تشخیصی ایزوله های A. flavus جداسازی شده از غذای قزل آلا:
)a, b(: منظره سطح )a( و پشت )b( پرگنه برروی محیط کشت AFPA در کشت اولیه 

نمونه آرد گندم آلوده
)c, d(: منظره سطح )c( و پشت)d( پرگنه خالص سازی شده قارچ برروی محیط کشت

AFPA

)e, f(: منظره پرگنه A. flavus برروی محیط CZ )e( و منظرهمیكروسكوپی قارچ در روش 

400 )fx( کشت برروی لام، بزرگنمایی

آلترناریا به جهت توانایی تولید آفلاتوکس��ین و س��ایر مایکوتوکس��ین هاي 
خطرناك نظیر سیکلوپیازونیک اسید، کوجیک اسید و غیره از اهمیت بالایی 
برخوردار هس��تند. جدول 1 فراوانی و توزیع گونه های آس��پرژیلوس را در 
غذای قزل آلا نش��ان می دهد. براس��اس نتایج به دس��ت آمده، 73 استرین 
 67/12( A. flavus از جنس آس��پرژیلوس جدا شد که ش��امل گونه هاي
 درص��د(، A. niger ) 16/43 درص��د(، A. fumigatus )2/73 درص��د(،

A. clavatus و A. ochraceus )36 /1 درصد( بودند. 8 مورد نیز درحد 
جنس ).Aspergillus spp( گزارش ش��د. در مجموع در تمام نمونه هاي 
اخذ ش��ده، A. flavus با 36/84 درصد بالاترین میزان آلودگي را تش��کیل 

مي داد )جدول 1(.

بحث و نتیجه گیري
براس��اس نتایج ارائه شده بوسیله س��ازمان غذا و داروي ایالات متحده، 
هرساله حدود 25 درصد ازمحصولات غذایي در سراسر جهان با سموم قارچي 
آلوده مي ش��وند. بي تردید مصرف اغذیه آلوده به آفلاتوکس��ین یک مشکل 
معمول در آبزي پروري است که موجب بروز مشکلات اقتصادي و بهداشتي 
در تولیدات آن مي ش��ود. این مساله درکشورهاي توسعه یافته بیشتر است 
)Fegan، 2005؛ Spring و Fegan، 2005(. در بین مایکوتوکس��ین ها، 
انواع تولید شده به وسیله جنس آسپرژیلوس و بویژه آفلاتوکسین ها بواسطه 
خس��ارات هنگفت اقتصادي به صنعت کشاورزي و آلوده شدن غذاي انسان 
و دام از اهمیت بس��زایي برخوردار هستند. س��الیانه مقادیر قابل توجهي از 
محصولات کش��اورزي به ارزش میلیاردها دلار دس��تخوش حمله قارچ هاي 
مولد آفلاتوکس��ن ش��ده و از بین مي روند. محصولات حاوي آفلاتوکس��ین 
کیفیت مرغوبي نداش��ته و به قیمت ارزان تري ارایه مي ش��وند. زیان هاي 
اقتصادي ناش��ي از آلوده ش��دن مواد غذایي و خوراك دام، طیور و آبزیان به 
آفلاتوکسین ها شامل خسارات اقتصادي وارده به صنعت دامپروري و ایجاد 
تلفات در انواع دام ها، شیوع بیماري هاي دامي، تضعیف سیستم ایمني در 
دام ها، کاهش رش��د و تولید، افزایش ضری��ب تبدیل مواد غذایي و افزایش 
 هزین��ه ه��اي برنامه ریزي جهت کاه��ش خطرات مي باش��د )رزاقي ابیانه، 

پیله ور سلطان احمدي، شمس قهفرخي، علي نژاد، 1390(. 
 با توجه به اینکه در بین ماهیان پرورش��ي، قزل آلاي رنگین کمان به 
عنوان حس��اس ترین گونه به آفلاتوکس��ین B1 مطرح مي باشد، به همین 
دلیل در انتخاب مواد اولیه در تولید غذاي مصرفي براي این ماهي باید دقت 

زیادي صورت گیرد. 
در ای��ن تحقیق پلت مصرفي قزل آلاي رنگین کمان و اجزاي س��ازنده 
آن از نظر فلور قارچي مورد بررسي قرار گرفتند. در قسمتي از کار از اجزاي 
س��ازنده و محصول نهایي ی��ک کارخانه تهیه خ��وراك دام نمونه گیري به 
عمل آمد. آس��پرژیلوس، پني سیلیوم و آبس��یدیا جنس هاي اصلي قارچي 
جدا ش��ده بودند. نکته جالب اینکه جنس سودالش��ریا که چهارمین جنس 
اصلي جدا ش��ده بود، فق��ط از غذاي پلت در کارخانه جدا ش��د. با توجه به 
 اینک��ه نمونه گیري از پلت بلافاصله بع��د از تولید صورت گرفت حضور این 
ق��ارچ هاي بیماري زا در پلت مي تواند به دلیل آلوده بودن اجزاي س��ازنده 
آن باشد، البته این قارچ در اجزاي سازنده حضور نداشته و فقط از پلت جدا 
ش��د که نش��ان دهنده آلودگي مس��یر خط تولید به آن مي باشد. جداي از 
سودآلش��ریا بیش از نیمي از قارچ هاي جدا ش��ده از خوراك قزل آلا متعلق 
 ب��ه جنس آس��پرژیلوس بود که از ای��ن میزان نزدیک ب��ه 60 درصد آن را
A. flavus تشکیل مي داد. نتایج به دست آمده از مطالعات مشابه در سایر 
 ،Acuna وDiaz، Lozano( کشورها با نتیجه این تحقیق همخواني دارد
2009؛ Keller و هم��کاران، 2007 (. در مرحله بعدي از 6 کارگاه پرورش 
 نمونه گیري به عمل آمد که س��ه تا از این کارگاه ها از غذاي دس��ت ساز و 
سه تاي دیگر از غذاي کارخانه اي استفاده مي کردند. اگر چه میزان آلودگي 
در خوراك دس��ت س��از بیش��تر از کارخانه اي بود ولي اختلاف زیادي بین 
این دو به چش��م نمي خورد. ضمن اینکه آلودگي کلي در این ش��ش کارگاه 
پ��رورش کمتر از اجزاي س��ازنده و پلت در کارخانه تهی��ه خوراك دام بود 
)جدول 1(. در همه این ش��ش گروه ش��رایط انبار نگهداري )شکل 3( و نیز 

مرحله خشک کردن پلت هاي دست ساز مناسب نبوده است. 

تعیین آلودگی قارچی در ...



شماره 100، نشریه دامپزشكي، پاییز 1392

‌‌)پژوهش‌وسازند‌گی(41

جدول 1- قارچ های جدا شده از کارخانه تهیه خوراك و کارگاه های پرورش ماهی قزل آلا 

* اعدادداخل پرانتز فراوانی جنس قارچ جدا شده از نمونه های غذا را به درصد نشان می دهند.

خوراك تجاريخوراك دستسازقارچ
اوره

)mmol/l(

کارخانه

 اجزاي  سازنده

ایستگاه 

1

ایستگاه 

2

ایستگاه 

3

ایستگاه 

1

ایستگاه 

2

ایستگاه 

3
جمع*گلوتننشاستهپودر ماهيآرد گندمگندمسویاپلتجمع*

A. flavus223-32511764237)33/94(

A. niger------12)50(2--41-212)11/01(

A. clavatus-------5-----11)0/92(

A. fumigatus-----------1-12)1/83(

A. ochraceus-------------11)0/92(

spp. 7/33(48-2-----------آسپرژیلوس(

)55/96(2511111041161-32-223جمع آسپرژیلوس ها

--1---12)50(9------1

11------1)4/16(11--211الوکلادیوم

)1/83(2-----112)20/83(15--11-سودالشریا

)1/83(2---1---)12/5(3--2---اسکوپولاریوپسیس

)11/01(1412-5-12)8/33(2----1-آلترناریا

 )1/83(2-1-1---)4/16(1------آبسیدیا

)12/84(414--5-3--------موکور

)1/83(12----21-------پنیسیلیوم

)0/92(11-------------پسیلومایسس

)0/92(1-1------------کلادوسپوریوم

)100(13112310721109--456234ریزوپوس

24)100(24 456234جمع
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با توجه به پراکندگي وس��یع اس��پورهاي قارچ ه��ا در محیط، احتمال 
آلودگ��ي به میزان زیادي افزایش مي یابد. ضمن اینکه در پلت هاي دس��ت 
س��از به دلیل انجام عملیات در ش��رایط غیر کارخانه اي و اکثراً نامناسب و 
نی��ز عدم نظ��ارت دقیق بر کیفیت م��واد اولیه احتمال آلودگي بیش��تر مي 
 A. flavus شود)ش��کل 6(. درصد قارچ ه��اي مولد آفلاتوکس��ین در بین
جدا ش��ده ازخوراك دام بس��تگي به چندین فاکتور شامل نوع غذا، شرایط 
محیطي، شرایط کشت، روش جداسازي و غیره دارد. به عنوان یک واقعیت، 
حضور قارچ هاي مولد آفلاتوکس��ین روي غذاي انس��ان یا دام نمي تواند به 
معناي وجود آفلاتوکسین ها در آنها باشد. زیرا شرایط براي رشد قارچ هاي 
مولد سم و تولید آفلاتوکسین متفاوت است. A. flavus در جهان گسترده 
اس��ت و درحالت طبیعي به عن��وان یک قارچ س��اپروفیت در خاك و انواع 
ترکیبات آلي در حال فس��اد یافت مي ش��ود. A. flavus مهم ترین عامل 
مولد آفلاتوکسین به حساب مي آید، سوش هاي مختلف A. flavus ممکن 
است هم آفلاتوکسین B1 و هم B2 را تولید کنند )Hedayati و همکاران 
 G1 علاوه بر آن دو سم دیگر یعني A. parasiticus 2007( در حالي که
و G2 را هم تولید مي کنند )Bennett و Yu ،2003 ،Klich و همکاران، 
2004(. توانایي تولید آفلاتوکس��ین توس��ط سوش هاي جدا شده از غذا در 
یک دامنه وس��یع از 1/60درصد براي سوش هاي جدا شده از خوراك طیور 
)Labuda ،Tanvinova ، 2006( تا 76 درصد براي موارد جدا ش��ده از 
خوراك دام در هند )Dutta، Das، 2000( گزارش شده است. Cutuli و 
همکاران )1991( گزارش کردند که 75 درصد سوش هاي A. flavus جدا 
شده از غذاي قزل آلاي رنگین کمان روي محیط طبیعي، مولد آفلاتوکسین 
بودند)رحیم��ي، کریم، 1387(. در کل قارچ هاي جدا ش��ده از مواد اولیه و 
محصول نهایي نشان از آلودگي بالا مي باشد که مي تواند باعث تولید سموم 
قارچي ش��ود. البته تمامي سویه هاي A. flavus و A. parasiticus قادر 
به تولید آفلاتوکس��ین نیستند. سویه هایي که توانایي تولید آفلاتوکسین را 

دارند س��ویه هاي س��مي و آنهایي که مولد آفلاتوکسین نیستند سویه هاي 
غیر س��مي نامیده مي شوند. ضمن اینکه س��ویه هاي مولد سم نیز در همه 
 Cutuli محیط ها توانایي تولید سم را ندارند )علامه، رزاقي ابیانه، 1380؛

و همکاران، 1991(. 
بنابرای��ن حضور این قارچ ها بطور قطع نمي تواند نش��ان دهنده حضور 
س��م در غذا باش��د اما پتانس��یل تولید س��م وجود دارد و در صورت ایجاد 
ش��رایط مس��اعد مانند بالا بودن میزان رطوبت غذا و یا شرایط بد نگهداري 
احتم��ال تولید س��م در پلت افزایش م��ي یابد. از طرفي میزان س��م تولید 
ش��ده ممکن اس��ت به حدي نباش��د که ایجاد مس��مومیت و تلفات کند و 
ماه��ي هاي آلوده صید و به بازار عرضه مي ش��وند ک��ه این مي تواند باعث 
تجمع تدریجي س��م در مصرف کنندگان و به خطر افتادن بهداشت عمومي 
شود.بس��یاري از عوامل مثل نوع سوبس��ترا، pH، رطوبت و دما روي حضور 
آفلاتوکس��ین ها در خوراك ط��ي مدت زمان نگهداري تاثیرگذار هس��تند. 
درواقع رشد A. flavus و تولید آفلاتوکسین اغلب در خوراك دام و اجزاي 
س��ازنده خوراك دام که در ش��رایط نامناس��ب نگهداري مي ش��وند و یا در 
خوراك هایي که با مواد اولیه نامرغوب در فصول مختلف تهیه ش��ده اند رخ 

 .)2006 ،Kavisarasai و Charoen Pornsook( مي دهد
 در بعضي موارد، قارچ هاي مولد آفلاتوکسین در طي مراحل تهیه خوراك  از بین 
مي روند اما آفلاتوکس��ین ها به دلیل مقاومت بس��یار بالا نس��بت به عوامل 
فیزیکي و شیمیایي بویژه حرارت در محصول نهایي باقي مي مانند و انسان 
بطور غیر مس��تقیم با مصرف گوش��ت ماهي در معرض س��م قرار مي گیرد.
به دلیل گس��ترش جهاني A. flavus و س��ایر قارچ هاي مولد آفلاتوکسین 
در خ��اك، ه��وا و مکان های دیگ��ر، جلوگیري از وق��وع آلودگي طبیعي به 
آفلاتوکس��ین در خوراك دام نیاز به یک همکاري و توجه جهاني دارد که از 
موارد مهم آن مي توان از شرایط مناسب نگهداري در انبارها و نیز استفاده 

از مواد اولیه با کیفیت بالا در تولید خوراك هاي مخلوط نام برد.

شكل 3- انبار نگهداري مواد غذایي کنسانتره تجاري 

تعیین آلودگی قارچی در ...
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شكل های 4 و 5- شرایط نامناسب خشک کردن پلت
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شكل6- استفاده از مواد اولیه نامناسب در تهیه خوراك ماهي

پیشنهادات
1- تهیه پلت از مواد اولیه مناسب

2- انجام آزمایشات کنترلي براي تعیین کیفیت مواد اولیه
3- نظارت دقیق بر مراحل تولید پلت، خصوصاً در مرحله رطوبت گیري

4- بس��ته بندي مناسب توس��ط کارخانه تا میزان رطوبت پلت بیش از حد 
مجاز نشود

5- حفظ ش��رایط بهینه طي مدت زمان نگهداري کیس��ه اي حاوي پلت در 
انبار

6- عدم نگهداري کیسه هاي پلت در مدت طولاني

پاورقی ها
1- Sterigmatocystin
2- Cyclopiazonic acid
3- Aflatrem
4- Gliotoxin
5- Aspergillic acid
6- Dihydroxyaflavinine
7- Paspalinine
8-Versicolorin A
9-  Huso huso
10- Aspergillus flavus and parasiticus agar (AFPA)
11- Dichloran rosebengal chloramphenicol agar (DRCA)
12- Sabouraud dextrose agar
13- Czapek dox agar

14- Tease mount
15- Pseudallescheria
16- Penicillium
17- Absidia
18- Ulocladium
19- Alternaria
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