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 هچکید

های ثانویه سمی هستند که باعث های تحت عنوان متابولیتها گروهی از مایکوتوکسینآفلاتوکسین زمینه مطالعاتی:

 1Bشیر، آفلاتوکسین  1Mمیزان آلودگی آفلاتوکسین  شناساییبه منظور پژوهش حاضر  هدف:شوند. آلودگی خوراک می

منظور بدین روش کار:جداسازی و شناسایی مولکولی گونه قارچی آسپرژیلوس فلاووس طراحی گردید. متعاقبا خوراک و 

های اسفند و فرودین جمع های خوراک و شیر در ماهنمونهبه طور تصادفی گاوداری سطح استان آذربایجان شرقی  10از 

گرفت. همچنین جداسازی و شناسایی قارچ نجام اروش الایزا به ها، آفلاتوکسین میزانتعیین متعاقباً آوری گردید و 

های خالص آسپرژیلوس فلاووس با استفاده از محیط نمونه( و سویه 2هایی با حداکثر آلودگی )آسپرژیلوس فلاووس نمونه

 های به دست آمده از آنالیز آفلاتوکسینانجام پذیرفت. یافته PCRکشت پوتیتو دکستروز آگار، پرایمر اختصاصی و واکنش 

1M  1وB  توسط آزمون آماریT  و با نرم افزارSAS  مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت و اعداد به دست آمده با اعداد

های شیر و خوراک آلوده به نتایج به دست آمده نشان داد که تمامی نمونه نتایج: .استاندارد جهانی و ملی مقایسه شد

های شیر کمتر از مقادیر مجاز استاندارد ایران، آمریکا و اتحادیه اروپا )به آفلاتوکسین بودند ولی میزان آلودگی نمونه

نمونه تنها دو نمونه خوراکی میزان آلودگی آفلاتوکسین  10میکروگرم در کیلوگرم( بود و از بین  05/0و  5/0، 1/0ترتیب 

1B ( بود. محدوده آلودگی نمونهمیکروگرم در کیل 5بالاتر از حد مجاز استانداردهای ایران و اتحادیه اروپا )های شیر وگرم

میکروگرم در کیلوگرم مشاهده شد. از لحاظ آماری نیز  9/6الی  1/1و  05/0الی  021/0های و خوراک به ترتیب در دامنه

 داری بین میانگینتفاوت معنی .سطح منطقه از استانداردهای ملی و بین المللی پایینتر بود 1Bو  1Mآلودگی آفلاتوکسین 

برای  p<01/0و  p<0001/0تر از این استانداردها بود )به ترتیب ها پایینداری میانگین آلودگیوجود داشت و به طور معنی

نتایج به دست آمده در خصوص شناسایی گونه قارچی نیز با توجه به عدم تشکیل باند در بر اساس شیر و خوراک(. 

های نمونه برداری شده، گونه فلاووس لب و عامل اصلی آلودگی خوراکتوان نتیجه گرفت که گونه غا، میbp413 محدوه

سطح منطقه با استانداردهای  B1و  M1داری بین میانگین آلودگی آفلاتوکسین تفاوت معنی نتیجه گیری نهایی: .نبوده است

 . بود ی مزبورتر از این استانداردهاها پایینملی و بین المللی وجود داشت و میانگین آلودگی

  

 ای پلیمراز، خوراک دام، شیر، واکنش زنجیره1Mآفلاتوکسین ، 1B آفلاتوکسین، آسپرژیلوس: کلیدی واژگان
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 مقدمه

باشند ها میها گروه بزرگی از مایکوتوکسینآفلاتوکسین

های خاصی از که از طریق مسیر پلی کتایدی توسط گونه

و  آسپرژیلوس پارازیتیکوس، آسپرژیلوس فلاووسقارچ 

تولید  آسپرژیلوس نومیوسبه میزان محدودی نیز توسط 

های ترین مایکوتوکسینشوند. این سموم از خطرناکمی

اند )پلیدین و مؤثر بر سلامتی انسان و دام شناخته شده

نوع مایکوتوکسین شناخته  400در میان  (.2014همکاران 

ترین مهم وجز 2Gو  1B ،2B ،1Gشده، آفلاتوکسین 

منافی باشند )های مواد غذایی و خوراکی میینمایکوتوکس

(. 2015کاستانزو و همکاران و  1397و همکاران 

متابولیت هیدروکسیله  2Mو  1Mآفلاتوکسین 

توانند در شیر و یا باشند که میمی 2Bو  1Bآفلاتوکسین 

-ی که خوراک آلوده مصرف کردههایسایر محصولات دام

(. یک رابطه مستقیم 2001اند، پیدا شوند )حسین و براسل 

 1Bو مصرف آفلاتوکسین  1Mبین میزان آفلاتوکسین 

به  1Bمواد غذایی وجود دارد. نرخ تبدیل آفلاتوکسین 

درصد  3/0بسیار متغیر بوده و در حدود  1Mآفلاتوکسین 

 (.2002باشد )کرپی درصد می 2/6تا 

زایی، ناقص ، سرطاناثراتی نظیر سمیت حاد و مزمن

زایی، سمیت کبدی و تضعیف سیستم زایی، جهشالخلقه

ها نسبت داد )لویس توان به آفلاتوکسینایمنی را می

ها ها بر سلامتی انساناز آنجایی که آفلاتوکسین (.2005

ها در تأثیرگذارند، لذا به تدریج مقرراتی برای آفلاتوکسین

ؤسسه توسعه یافته مواد غذایی و خوراکی توسط چندین م

و کل  1B، 1Mاست و حداکثر سطوح آفلاتوکسین 

(، 2G و 1B ،2B ،1Gها )آفلاتوکسین آفلاتوکسین

پارامترهایی است که در حال حاضر برای محدود کردن 

ها در بسیاری از مواد غذایی و خوراکی آفلاتوکسین

(. تا 2008هییرو و همکاران -شود )هرناندزاستفاده می

ها از طریق حذف محصولات زدایی آفلاتوکسینکنون سم

آلوده و یا از طریق غیرفعال سازی سموم موجود در این 

های مکانیکی )تمیز کردن، مرتب محصولات توسط روش

سازی و بسته بندی(، فیزیکی )حرارت، تابش و جذب(، 

ها و شیمیایی )ترکیبات شیمیایی( و بیولوژیکی )باکتری

م شده است )ولازهن و همکاران ها( انجامخمرها و قارچ

های مواد غذایی و خوراکی (. نظارت بر آفلاتوکسین2010

های تحلیلی در مقررات قانونی به طور مستقیم به روش

ها بستگی دارد. برای دقیق و قابل اعتماد جهت تشخیص آن

های های مختلفی مانند روشاین منظور از روش

آشکارسازهای همراه با   HPLCو  TLCکروماتوگرافی 

-های ایمنولوژیکی مانند الایزا استفاده میمختلف و روش

 (.2016شود )اکس آی و همکاران 

ای پلیمراز به عنوان یک ابزار مهم برای واکنش زنجیره

های فیتوپاتوژنیک شناخته شده تشخیص و مطالعه قارچ

است که به کاهش برخی از مشکلات مرتبط با شناسایی، 

های گیاهی کمک کرده است )مارتین وژنکنترل و مهار پات

باشد که حساس می فناورییک  PCR(. 2000و همکاران 

های سنتی تشخیص دارای مزایایی در مقایسه با روش

نظیر توانایی تشخیص یک مولکول هدف در یک ترکیب 

باشد. بسته پیچیده بوده و روشی سریع و همه جانبه می

بات گسترده و به طراحی پرایمرها، ممکن است انتخا

وسیعی صورت پذیرد، بنابراین تشخیص یک پاتوژن در 

سازد )چنا و همکاران سطح گونه یا سویه را فراهم می

به دلیل اهمیت این سموم و نقش آن در سلامتی (. 2004

 1B و 1Mانسان و دام، برآن شدیم تا میزان آفلاتوکسین 

شیر و خوراک و نوع آلودگی قارچی خوراک را در برخی 

 .های آذربایجان شرقی مورد مطالعه قرار دهیماز گاوداری

 

 هامواد و روش

  جمع آوری نمونه

مراکز پرورش گاوشیری سنتی و  ،در مطالعه حاضر

صنعتی به طور تصادفی از بـین مراکز اطراف شهر تبریز 

دام و شیر تولیدی  هایانتخاب و نمونه برداری از خـوراک

انجام  96و فروردین ماه سال  95آنها در اسفند ماه سال 

نمونه شیر )نمونه گیری از  10گردید. در این مطالعه از 

نمونه خوراک از جیره کاملًا  10مخزن نگهداری شیر( و 

ها جمع آوری و بلافاصله بعد از نمونه مخلوط مصرفی دام
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تا زمان انجام برداری به آزمایشگاه منتقل شده و 

آزمایشات اندازه گیری میزان آلودگی آفلاتوکسین در 

 نگهداری شد. -20℃فریز 

 شیر 1Mآفلاتوکسین اندازه گیری 

های شیر پس از ها، نمونهسازی نمونهبرای آماده

 gدقیقه و با سرعت  10به مدت  4℃در دمای  یخگشایی

سانتریفوژ گردید. پس از سانتریفوژ لایه بالایی  2000

میکرولیتر از  100ها به طور کامل برداشته شد و نمونه

 شیر بدون چربی جهت آزمایش مورد استفاده قرار گرفت.

ها از موجود در نمونه 1Mآفلاتوکسین برای اندازه گیری 

برای این کار از  روش الایزای رقابتی استفاده شد و

 100بدین منظور  .هلند استفاده شد،  Euro Proximaکیت

-زدایی شده در چاهکهای شیر چربیمیکرولیتر از نمونه

میکرولیتر از  100های جداگانه قرار گرفت. به ترتیب 

میکرولیتر از  100( و A1 ،A2های بلانک )چاهک

. های دوتایی ریخته شدچاهکدر  6تا  1استانداردهای 

زده شده و به مدت چند ثانیه در  صفحه میکروتیتر چسب

دقیقه نیز در تاریکی در  30شیکر قرار گرفت و به مدت 

قرار گرفت. مایع موجود در حفرات  20تا  25℃دمای 

شد. ها سه مرتبه با بافر شست و شو تخلیه و داخل آن

به  (HRP-1M ه )آفلاتوکسینمیکرولیتر از کونژوگ 100

( ریخته شد. H2و  H1های ها )به جز چاهکتمام چاهک

صفحه میکروتیتر به مدت چند ثانیه در شیکر قرار گرفت 

 25تا  20 دقیقه در تاریکی در دمای 15و سپس به مدت 

قرار گرفت. مجددا مایع موجود در  گراددرجه سانتی

شد. ها سه مرتبه با بافر شسته حفرات تخلیه و داخل آن

ریخته  میکرولیتر از محلول سوبسترا به هر چاهک 100

درجه  25تا  20دقیقه در دمای  15شد و سپس به مدت 

 100انکوبه گردید. برای اتمام واکنش  گرادسانتی

میکرولیتر از محلول متوقف کننده به هر چاهک اضافه شد 

 نانومتر قرائت گردید. 450و میزان جذب در طول موج 

استاندارد )میانگین  6ها و مقادیر چگالی نوری نمونه

ها( بر مقدار میانگین چگالی نوری بلانک/ دو حفرهمقادیر 

Bmax چاهک( هایA1  وA2 تقسیم شده و در عدد )100 

 ضرب شد. 

 × 100  =درصد میزان جذب
 چگالی نوری استاندارد (یا نمونه)

𝐵𝑚𝑎𝑥/ چگالی نوری استاندارد صفر 
 

و  Yمقادیر محاسبه شده برای استانداردها روی محور 

 Xلیتر در محور معادل پیکوگرم در میلیها غلظت آنالیت

های در نمونه M1آفلاتوکسین لگاریتمی ترسیم شد. غلظت 

 شیر به طور مستقیم از منحنی استاندارد خوانده شد.

 

 خوراک 1Bاندازه گیری آفلاتوکسین 

گرم از نمونه  5های خوراک نیز، سازی نمونهبرای آماده

لیتر از میلی 25همگن شده را در ظرف مناسبی ریخته و 

دقیقه  3سپس به مدت  .درصد به آن اضافه شد 70متانول 

توسط شیکر مخلوط گردید. عصاره به دست آمده از کاغذ 

لیتر آب مقطر یا میلی 1فیلتر شد و توسط  1واتمن شماره 

 1Bآفلاتوکسین گردید. برای اندازه گیری دیونیزه رقیق 

 بتی استفاده شد.ها از روش الایزای رقاموجود در نمونه

آلمان به ، R-biopharm Ridascreenبرای این کار کیت 

 کار رفت و مراحل زیر مطابق دستورالعمل کیت انجام شد:

به تعداد کافی چاهک کیت برای تمامی استانداردها و 

ها ثبت ها آماده کرده و موقعیت استانداردها و نمونهنمونه

استاندارد، جداگانه در میکرولیتر از نمونه آماده یا  50شد. 

 50میکرولیتر کونژوگه و  50ها قرار گرفت. چاهک

شد سپس توسط بادی به هر چاهک ریخته میکرولیتر آنتی

دقیقه در  30شیکر به آرامی مخلوط گردیده و به مدت 

ها تخلیه و دمای اتاق قرارگرفت. مایع موجود در چاهک

، شسته شد. لیتر بافر شست و شومیلی 250ها با داخل آن

ها دوباره تخلیه شده و این عمل دو بار تکرار شد. چاهک

میکرولیتر از سوبسترای کروموژن به هر چاهک  100

اضافه شد و سپس توسط شیکر به آرامی مخلوط گردید 

 100دقیقه در دمای اتاق انکوبه شد.  15و به مدت 

میکرولیتر محلول متوقف کننده به هر چاهک اضافه گردید. 

توسط شیکر مخلوط شده و پس از افزودن متوقف سپس 

 450دقیقه، میزان جذب در طول موج  15کننده به مدت 

 شد. نانومتر خوانده 
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 جداسازی قارچ

نمونه  10جهت شناسایی نوع گونه قارچی، از بین 

ایی که بالاترین میزان آلودگی به نمونهدو خوراکی، 

)نمونه شماره  را نشان داده بودند، انتخاب 1Bآفلاتوکسین 

 (2017احمد و همکاران )کار و بر اساس روش (9و  1

هت جداسازی های خوراکی تازه جاز نمونه. انجام شد

گرم از نمونه خوراک آسیاب  2ابتدا  استفاده شد و هاقارچ

لیتر سرم میلی 18ن و به یک فالکون حاوی یوزتشده 

 دقیقه توسط 5فیزیولوژی اضافه گردید و سپس به مدت 

ورتکس به خوبی مخلوط شد. توسط آنس سوزنی مقداری 

های حاوی محیط از خوراک رقیق شده برداشته و در پلیت

گرم محیط کشت  PDA ،39کشت پوتیتو دکستروز آگار )

PDA  .در یک لیتر آب مقطر( در چند نقطه کشت گردید

در انکوباتور قرار  25 ℃روز و در دمای  7ها به مدت پلیت

های کشت داده شده بررسی و از پلیت داده شد. سپس

های تازه حاوی ها به پلیتگونه غالب قارچی در داخل پلیت

محیط کشت پوتیتو دکستروز آگار و عاری از آلودگی 

هایی حاوی قارچ قبلی انتقال داده شد تا در نهایت پلیت

 خالص شده از گونه غالب ابتدایی بدست آید.

 DNAاستخراج 

آسپرژیلوس فلاووس متعلق به های خالص سویه

با  PTTCهای صنعتی ایران ها و باکتریکلکسیون قارچ

از محیط  DNAتهیه شد. جهت استخراج  5004شماره 

 24( استفاده گردید )PDBکشت پوتیتو دکستروز براث )

های قارچی رشد در یک لیتر آب مقطر(. کلنی PDBگرم 

-الکونرا با آنس سوزنی به ف PDAکرده در محیط کشت 

 3انتقال داده و به مدت  PDBهای حاوی محیط کشت 

درون انکوباتور شیکردار کشت داده  28℃روز در دمای 

سویه خالص نیز مستقیماً  DNAشد. جهت استخراج 

سویه را به محیط کشت مایع انتقال داده و مطابق روش 

 ذکر شده کشت داده شد.

 گرم توده مسیلیومی حاصل منجمد و توسطمیلی 200

نیتروژن مایع در هاون چینی به پودر یکنواختی تبدیل 

 Trisمولار   1/0میکرولیتر بافر لیز کننده ) 800گردید. 

HCl ،10 مولار میلیEDTA  ،5/2  مولارNaCl ،5/3 

-گرم بر میلیمیلی 20میکرولیتر از  CTAB ،150درصد 

( به محیط کشت پودر شده اضافه شده Kلیتر پروتئیناز 

دقیقه مخلوط گردید.  5تکس به مدت توسط ور و

در بن  65℃دقیقه در دمای  30ها به مدت میکروتیوپ

دقیقه در دمای اتاق  10ماری قرار داده و سپس به مدت 

دور در دقیقه سانتریفوژ گردید. مایع  10000با سرعت 

-رویی جمع آوری شده و معادل حجم نمونه با فنل

-لوط گردید. نمونه( مخ25:24:1ایزوآمیل الکل ) -کلروفرم

دور  10000دقیقه در دمای اتاق با سرعت  10ها به مدت 

آوری در دقیقه سانتریفوژ گردید. مجدداً مایع رویی جمع

( 24:1ایزوآمیل الکل ) -شده و حجم مساوی با کلروفرم

مخلوط و تحت شرایط ذکر شده سانتریفوژ شد. مایع 

ها، الکل آوری و معادل حجم نمونهرویی جمع

 2تا  1ها به مدت زوپروپانول سرد اضافه گردید. نمونهای

 15انکوبه گردید و سپس به مدت  -20 ℃ساعت در دمای 

دور در دقیقه  13000دقیقه در دمای اتاق با سرعت 

میکرولیتر  800سانتریفوژ شد. مایع رویی دکانته شده و با 

پودر شده در  DNAشست و شو شد.  درصد 70اتانول 

 Tris HCl ،1مولار میلی TE (10بافر  میکرولیتر 200

 RNase Aمیکرولیتر  5( حل گردید. EDTAمولار میلی

اضافه شده و  DNAهای گرم بر میلی لیتر( به نمونه)میلی

 37℃ساعت در دمای  1پس از مخلوط کردن، به مدت 

 DNAانکوبه گردید. مایع به دست آمده به عنوان محلول 

 -20 ℃ف در دمای خالص تا زمان لازم برای مصر

 (.2014میشرا و همکاران -نگهداری گردید )گونیتا

 های اختصاصیپرایمرانتخاب 

در این بررسی، طراحی پرایمر بر اساس توالی ژن 

AFLA-F  وAFLA-R  برای آسپرژیلوس فلاووس، با

 BLASTاستفاده از نرم افزار 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) با توالی-

( مورد مقایسه و GenBankهای مشابه در بانک ژن )

آنالیز قرار گرفت. شناسایی ایزوله مورد نظر در صورت 

درصد( با یک یا بیش از  99-100وجود تشابه توالی بالا )



 47   هاي استان آذربایجان شرقیداريسویه قارچی آن در برخی از گاو بررسی میزان آلودگی آفلاتوکسین در خوراک مصرفی و شیر تولیدي  و شناسایی مولکولی

یک توالی قابل اطمینان از یک گونه شناخته شده در پایگاه 

باز جفت  24انجام گردید. پرایمر به طول  NCBIهای داده

باز  انتخاب جفت  19( و AFLA-F)برای ژن  نوکلئوتیدی

آغازگرها توسط شرکت بیوتکنولوژی پیشگام و تهیه شد. 

مشخصات به ماکروژن کره جنوبی سفارش داده شد. 

آورده شده است. 1پرایمرهای مورد استفاده در جدول 

 

 AFLAهای توالی پرایمرهای مورد استفاده جهت تکثیر ژن -1جدول 

Table 1- Primer sequence used to reproduce amplified PCR size 
  Product size Primer sequence Primer name 

413bp 

 

5’-GGT GGT GAA GAA GTC TAT CTA AGG-3’ AFLA-F 
5’-AAG GCA TAA AGG GTG TGG AG-3’ AFLA-R 

 

 Tag2xMasterMixRed 1.5از کیت  PCRبرای انجام 

mM Mgcl2 میلی 5/1حاوی  مزبور کیت. استفاده شد

واحد در  05/0و  dNTPsمیلی مولار  2Mgcl- 4/0مولار 

بود.  Ampliqon Tag DNA Polymerasمیکرولیتر 

جام میلی لیتری ان5/0های در میکروتیوب PCRواکنش 

 30گرفت. حجم نهایی مخلوط واکنش در هر لوله 

میکرولیتر به 4 شده استخراج   DNAمیکرولیتر بود. از

. سپس به هر نمونه گردیدها اضافه هریک از تیوب

اضافه شد.  Master Mix2xمیکرولیتر از مخلوط 16

میکرولیتر به مخلوط اضافه  1ازهرکدام از پرایمرها حدود 

منیزیم در واکنش می تواند منجر به های شد. فزونی یون

ترکیب اتصالات غیر اختصاصی پرایمر الگو شود و نیز 

تواند منجر به کاهش بازده محصول مقادیر کم آن می

میکرولیترآب دو  1مورد نظر شود. در نهایت به هر تیوب 

 هها در سانتریفیوژ قرار داد. تیوباضافه گردیدبار تقطیر 

استفاده که پروتکل  دیدگر تقلمن PCRو سپس به دستگاه 

مرحله بود و بعد از اتمام تمام چرخه ها  34دارای شده 

 -20ها را به فریزر ساعت طول کشید تیوب 5/2که حدود 

 .گردیدانتقال 

چرخه شامل دمای واسرشته  34برای  برنامه حرارتی

دقیقه، دمای  4درجه سانتیگراد به مدت  94شدن اولیه 

دقیقه،  1جه سانتیگراد به مدت در 94واسرشت ثانویه 

 72ثانیه، دمای تکثیر  50درجه به مدت  61دمای اتصال 

درجه به  72دقیقه و دمای تکثیر نهایی  1درجه به مدت 

 دقیقه انجام شد. 5مدت 

میکرولیتر  2میکرولیتر با  10سپس از هر نمونه به مقدار 

ها مخلوط کرده و توسط سمپلر به داخل چاهک Dyeرنگ 

به تانک وصل شد به گونه ای . اتصالات مولد ه شدریخت

ها به سمت الکترود منفی قرار که همواره چاهک

چون دارای بار منفی است به سمت قطب   DNAشتند.دا

ولت و شدت  70ها با ولتاژکند و نمونهمثبت حرکت می

ساعت الکتروفورز شدند.  1میلی آمپر به مدت  65جریان 

عکس ژل توسط دستگاه ژل داک  پس از اتمام الکتروفورز،

 شد.گرفته و ذخیره 

 

 نتایج و بحث

 آفلاتوکسین شیر

ها دارای که تمامی نمونهنتایج تحقیق حاضر نشان داد 

(. کمترین و 2بودند )جدول شماره  1Mآفلاتوکسین 

 05/0و  021/0بیشترین میزان آلودگی به ترتیب 

معیار میکروگرم در کیلوگرم بود. میانگین و انحراف از 

 تعیین گردید. 1M ،0083/0 ± 03/0آلودگی به آفلاتوکسین 

داری بین میانگین آلودگی از لحاظ آماری نیز تفاوت معنی

سطح منطقه با استانداردهای ملی و شیر  1Mآفلاتوکسین 

داری میانگین بین المللی وجود داشت و به طور معنی

(. p<0001/0) تر از این استانداردها بودها پایینآلودگی

ها با استانداردهای مقایسه میزان آلودگی شیر تولیدی دام
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ذکر  2ها در جدول داری آنایران و بین الملل و سطح معنی

 شده است.

محققین بیشتر کشورها جهت تعیین وضعیت آلودگی شیر 

اند و ادهای را انجام دهای آن تحقیقات گستردهو فرآورده

انجام این قبیل مطالعات در تمامی کشورها از اهمیت 

زیادی برخوردار است.

 

 )میکروگرم در کیلوگرم(ها با استانداردهای ایران و بین الملل مقایسه میزان آلودگی شیر تولیدی دام -2جدول 

Table 2- Comparison of cows milk contamination with Iranian and international standards (μg / kg) 

DF Std dev ± Mean t value P value Limit of standard Country 
9 0.03±0.0083 -26.25 <0.0001 0.1 Iran 
9 0.03±0.0083 -177.96 <0.0001 0.5 America 
9 0.03±0.0083 -7.38 <0.0001 0.05 EU 

 

های شیر پاستوریزه نمونه 1Mتعیین سطح آفلاتوکسین 

 76دهد که از استان مازندران به روش الایزا نشان می

ها نمونه شیر جمع آوری شده، آلودگی در تمامی نمونه

 1M، 8/65گزارش شده است. متوسط غلظت آفلاتوکسین 

نانوگرم در لیتر  6/106-7/11نانوگرم در لیتر با دامنه 

( درصد 53/60نمونه ) 46در  1Mبود. سطح آفلاتوکسین 

بیش از حد مجاز تعیین شده اتحادیه اروپا بود )محمدی و 

( آلودگی 2017یحیی رایت و همکاران )(. 2016همکاران 

ا های شیر خام استان یزد را بدر نمونه 1Mآفلاتوکسین 

روش الایزا در فصل زمستان و بهار مورد ارزیابی قرار 

که  ها بودنمونه درصد 100دادند. نتایج حاکی از آلودگی 

نانوگرم در لیتر با  24/92تا  18/3غلظت آلودگی از 

نانوگرم در لیتر گزارش شده است.  07/22میانگین غلظت 

های های زمستان بالاتر از نمونهسطوح آلودگی در نمونه

ها حاوی از نمونه درصد 7/13هار بوده است. ب

در سطح خطرناک برای سلامتی انسان  1Mآفلاتوکسین 

 بودند.

که فـصول مختلـف سال هـم نشان داده  برخی مطالعات 

مـیتوانـد روی میزان آلودگی شیر به آفلاتوکسین تأثیر 

بگذارد و عنوان شده است شیر تولیدی در فصل پاییز 

و دلیل آن   شته آفلاتوکسین دا آلودگی بیشتری به

 ای خوراک عنوانانبارداری خوراک به ویژه بخش علوفه

 (.1988و همکاران،  بلانچو) شده است

( گزارش کردند آفلاتوکسین 2016و همکاران ) گیزاچیو

1M های شیر جمع آوری شده از دامداریونهدر تمام نم-

 98/4-028/0های آدیس آبابا )اتیوپی( در محدوده 

( از درصد 2/8نمونه ) 9میکروگرم بود و به طور کلی در 

 05/0آلودگی کمتر یا برابر با  ،نمونه شیر 110مجموع 

( درصد 26 /3نمونه شیر ) 29میکروگرم در لیتر و در 

روگرم در لیتر بوده است. میک 5/0میزان آلودگی بالای 

شیر در اتیوپی به روش  1Mبررسی سطح آفلاتوکسین 

HPLC نمونه مورد  10دهد که میزان آلودگی نشان می

میکروگرم در لیتر بوده است  02/0-31/0بررسی، 

 69در  1M(. وقوع آفلاتوکسین 2018)بسوفکاد و همکاران 

ه روش آوری شده در منطقه جنوب ایتالیا بنمونه شیر جمع

HPLC های جمعمورد بررسی قرار گرفت. در بین نمونه-

ها بالاتر از حد مجاز آوری شده هیچ کدام از نمونه

 1Mاستاندارد اروپا نبوده است. بالاترین سطوح آلودگی 

نانوگرم در کیلوگرم یافت شد )کامپونه و  39/44در شیر 

 (.2018همکاران 

 آفلاتوکسین خوراک

 درصد 100نتایج حاصل از تحقیق حاضر نشان داد که 

بودند. میزان آلودگی  1Bها دارای آفلاتوکسین نمونه

تر از حد مجاز استاندارد ایالت متحده ها پایینتمامی نمونه

آمریکا بود ولی در مقایسه با استانداردهای ایران و 

تر از ها پایینسایر نمونه 9و  1نمونه اتحادیه اروپا به جز 

مقادیر استانداردها را نشان داد. کمترین و بیشترین میزان 
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میکروگرم در کیلوگرم  9/6و  1/1آلودگی نیز به ترتیب 

تعیین گردید. میانگین و انحراف از معیار آلودگی به 

از لحاظ آماری تعیین گردید.  1B، 08/2 ± 5/2آفلاتوکسین 

آفلاتوکسین بین میانگین آلودگی  داری معنی نیز اختلاف

1B  سطح منطقه با استانداردهای ملی و بین المللی خوراک

تر از این ها پایینوجود داشت و میانگین آلودگی

مقایسه میزان آلودگی  .(P=0043/0) استانداردها بود

ها با استانداردهای ایران و بین الملل خوراک مصرفی دام

ذکر شده است. 3ها در جدول آن داریو سطح معنی

 

 )میکروگرم در کیلوگرم(ها با استانداردهای ایران و بین الملل مقایسه میزان آلودگی خوراک -3جدول 
Table 3- Comparison of animal feed contamination with international and Iranian standards (μg / kg) 

DF Std dev ± Mean t value P value Limit of standard Country 
9 2.5±2.08 -3.79 0.0043 5 Iran 
9 2.5±2.08 -26.55 <0.0001 20 America 
9 2.5±2.08 -3.79 0.0043 5 EU 

 

نمونه خوراک قزوین را  216(، 2015محمودی و نوریان )

با روش الایزا مورد آزمایش قرار دادند. نتایج نشان داد 

 در فصل زمستان 1Bکه سطوح آلودگی آفلاتوکسین 

 (83/0 ± 60/0) بیشتر از فصل تابستان (27/2 ± 76/1)

 (.P<05/0بوده است )

 1Bمطالعه انجام شده برای تعیین میزان آفلاتوکسین 

دهد در ایران نشان می HPLC  خوراک به روش الایزا و

نمونه تهیه شده )کنسانتره، سیلاژ ذرت و  210که از 

( در درصد 9/41نمونه ) 88یونجه( از مزارع مختلف، 

میکروگرم در کیلوگرم آلوده به  87/1-41/19محدوده 

( بالاتر از درصد 3/33نمونه ) 70ند. بود 1Bآفلاتوکسین 

حد مجاز استاندارد ایران و اروپا بودند. )احسانی و 

نمونه گندم در  200(. طاهری و همکاران، 2016همکاران 

گلستان را برای تعیین میزان آلودگی آفلاتوکسین با 

مورد تجزیه و تحلیل قرار دادند.  HPLCاستفاده از روش 

در تابستان و زمستان، به ترتیب،  B1سطح آفلاتوکسین 

بیشترین فراوانی آلودگی  .بود درصد 4/7و  درصد 1/3

( درصد 98) 2Bها در زمستان، آفلاتوکسین آفلاتوکسین

( بود )طاهری درصد 1G (51و در تابستان، آفلاتوکسین 

 (.2012و همکاران 

خوراک دام با  1Bمطالعه تعیین میزان آفلاتوکسین 

دهد در کشور چین نیز نشان میHPLC استفاده از روش 

های از نمونه درصد 1/35نمونه، تقریباً  174که از مجموع 

مثبت بودند و غلظت  1Bخوراک برای آفلاتوکسین 

ها بالاتر از نمونه درصد 3/2و  درصد 3/6آفلاتوکسین در 

حد مجاز اتحادیه اروپا و چین بوده است. در میان اقلام 

زمینی و ذرت حساس به این آلودگی خوراکی کنجاله بادام 

-(. لیو و همکاران بین سال2018بودند )اونگ و همکاران 

نمونه برای تشخیص  2083، 2014تا  2012های 

نمونه  190نمونه برای زیرالنون و  1B ،255آفلاتوکسین 

مورد  HPLCآوری و با روش برای داکسی نیوالنول جمع

، درصد 9/33دگی بررسی قرار دادند. نتایج حاکی از آلو

ازخوراک به ترتیب برای  درصد 4/77و  درصد 2/90

، زرالنون و داکسی نیوالنول بود. میزان 1Bآفلاتوکسین 

آلودگی مواد خوراکی به زرالنون بیشتر از دو ترکیب دیگر 

( از 2018(. ژائو و همکاران )2016بود )لیو و همکاران 

از  صددر 8/18آوری شده در چین نمونه گندم جمع 178

 گزارش کردند. 1Bها را آلوده به آفلاتوکسین نمونه
 

جداسازی و شناسایی مولکولی گونه قارچی 

 آسپرژیلوس

با استفاده از پرایمر  PCRدر این تحقیق، واکنش 

اختصاصی شناسایی آسپرژیلوس فلاووس انجام شد. 

 bp 413سویه خالص جداسازی شده یک باند در حدود 

های (. نمونه1)آسپرژیلوس فلاووس( نشان داد )شکل 

بدست آمده از آلودگی خوراک ها و مورد بررسی در این 
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 ها نشان ندادند درآزمایش هیچ باندی را در این محدوه

های مورد توان گفت که گونه قارچی غالب نمونهنتیجه می

بررسی، گونه فلاووس نبوده است.

 
= سویه های نمونه  6و  5، 4، 3 ستون های= سویه خالص و 2و  1های ستون= مارکر، M)ردیف  PCRمحصول  -1شکل 

 های دام(-برداری شده از خوراک

Figure 1- PCR product (M = MARKER, 1 and 2 columns = pure strain, 3, 4, 5, and 6 columns = strains from 

feed samples) 

 

مواد خوراکی مورد استفاده در تغذیه دام از نظر دارا بودن 

، pH فاکتورهای لازم جهت رشد قارچها مانند

ها، چربی، املاح، نمک و فشار اسمزی برای کربوهیدرات

رشد کپک ها مناسب هستند. آب وهوای گرم و مرطوب، 

انبارداری نامناسب و عدم اطلاع کافی دامداران در 

نگهداری صحیح خوراک دام شرایط مناسبی را برای رشد 

 (.2007 کافمن،کپک ها فراهم میکند )

نمونه خوراک )سیلاژ، کنسانتره، یونجه و جیره کاملًا  110

های صنعتی و اوداریگ 30آوری شده از مخلوط( جمع

نیمه صنعتی استان خراسان رضوی جهت بررسی 

های آسپرژیلوس فلاووس و آلودگی خوراک به گونه

 PCRآسپرژیلوس پارازیتیکوس با استفاده از روش 

گونه  68نمونه خوراکی،  110مورد بررسی قرار گرفت. از 

های غالب ( جدا شد. ایزولهدرصد 82/61آسپرژیلوس )

( و درصد 81/21سپرژیلوس فومیگاتوس )آسپرژیلوس، آ

(، درصد 27/17سپس آسپرژیلوس فلاووس )

(، آسپرژیلوس درصد 10آسپرژیلوس نایجر )

 54/4( و آسپرژیلوس اوریزه )درصد 18/8پارازیتیکوس )

 (.2015( بوده است )داوری و همکاران درصد

های بادام زمینی و پسته در تحقیقی که بر روی نمونه

-، انواع آسپرژیلوس به عنوان شایعخشک صورت گرفت

ترین عامل آلودگی شناسایی شدند، به طوری که 

آسپرژیلوس فلاووس بالاترین درصد آلودگی را در پسته 

( ایجاد درصد 19( و سپس در بادام زمینی )درصد 22)

(. تعیین میزان آلودگی 2012کرد )خداویسی و همکاران 

 67نشان داد که نمونه از خوراک دام تهران و البرز  121

نمونه آلوده به آفلاتوکسین بوده و این نشانگر میزان 

باشد. های آسپرژیلوس میبه قارچ درصد 37/55آلودگی 

 16/14بیشترین میزان آلودگی قارچی به ترتیب در جو )

 83/10(، کنجاله سویا )درصد 5/14(، سبوس گندم )درصد

( مشاهده شده است درصد 83/10( و ذرت )درصد

ای دیگر نشان داد (. نتایج مطالعه2017می ورحیمی )رحی
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های خوراک به نمونه درصد 1/51و  درصد 5/67که 

ترتیب آلوده به آسپرژیلوس فلاووس و آسپرژیلوس 

نتایج (. 2017پارازیتیکوس بوده است )آحمد و همکاران 

آوری شده نمونه جمع 15در هند نشان داد که از  تحقیقی

 7( آلوده به آسپرژیلوس بودند. درصد 60نمونه ) 9فقط 

نمونه توسط  2نمونه توسط آسپرژیلوس فلاووس و 

آسپرژیلوس نایجر شناسایی شدند )خار و همکاران 

2018.) 

 

 نتیجه گیری کلی

دنبال رشد ها مواد بیولوژیکی هستند که بهمایکوتوکسین

زا در مواد غذایی و خوراکی، تولید و های توکسینقارچ

دهند. بنابراین ها را تحت تأثیر قرار میآن کیفیت بهداشتی

جهت تأمین سلامت مصرف کنندگان لازم است وجود و 

های مختلف در مواد غذایی و میزان مایکوتوکسین

گیری شده و برای خوراکی و شیر به طور مستمر اندازه

-به حداقل رساندن این ترکیبات در زنجیره غذایی، برنامه

 و ضروری انجام پذیرد.ها و اقدامات لازم ریزی

آفلاتوکسین داری بین میانگین آلودگی در کل تفاوت معنی

1M 1 وB  سطح منطقه با استانداردهای ملی و بین المللی

داری به طور معنیها وجود داشت و میانگین آلودگی

همچنین برای شناسایی  تر از این استانداردها بود.پایین

ها، شناسایی روش های مناسب جلوگیری از  رشد قارچ

باشد که بر اساس سویه مؤثر در آلودگی نیز ضروری می

نتایج تحقیق حاضرحاضر، آسپرژیلوس فلاووس عامل 

اصلی آلودگی قارچی و تولید مایکوتوکسین ها در مراکز 

 نمونه برداری شده نبوده است.
 

 گزاریسپاس

نویسندگان این مقاله مراتب تشکر و سپاس خود را از 

 آقای مهندس چراغی و جناب جناب آقای دکتر جوانمرد

هایشان در راستای انجام کارهای مولکولی اعدتمسبرای 

.دارنداعلام می
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Introduction: Aflatoxins are a large group of mycotoxins that are produced through Polyketide 

pathway by specific species of Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, and  Aspergillus nomius. 

These pesticides are known to be the most dangerous mycotoxins affecting human and livestock 

health (Pleadin et al. 2014). Several hundred mycotoxins have been identified, and more than 25% of 

the world annual grain production is contaminated with mycotoxin (Smith et al. 2016). Among the 

400 known mycotoxins, Aflatoxin B1, B2, G1, and G2 are the most important food and feed 

mycotoxins (Costanzo et al. 2015). Aflatoxin M1 and M2 are the hydroxyl metabolite of aflatoxin B1 

and B2 that can be found in milk or other animal products (Hussein and Brasel. 2001). At the first 

level, the main manifestations of mycotoxins exposure in animals are reductions in feed intake and 

weight gain. At the second level, mycotoxins affect the quantity of animal products. The third level 

of influence is the safety and quality of the products from exposed animals (Wang et al. 2019). The 

present study was designed to detect contamination of aflatoxin M1 in milkand, aflatoxin B1 in feed 

and subsequent molecular isolation and identification of Aspergillus flavus species. 

Material and methods: In this study, 10 milk samples from milk reservoirs and 10 feed samples 

from a total mixed ration of livestock from dairy farms of East Azarbaijan province (Tabriz and 

Marand) were collected. After preparation of samples, the experiment was conducted using 

competitive ELISA method. The principles were as follows: after adding standard solutions or 

samples to the wells, aflatoxin M1 was bonded from specimens or standards to specific antibody 

binding sites. After 30 minutes of  incubation step, unbound reagents were removed during a single 

wash step. Horseradish peroxidase (HRP) aflatoxin M1 was added to the wells and after one 15 

minutes of incubation, the unlinked conjugate was removed during the washing step. Then, some 

aflatoxin M1-HRP was coherent by adding a substrate/chromogen (H2O2/TMB) solution. In the 

presence of colorless chromogen, mixed conjugated aflatoxin and M1-HRP agent was converted to 

colored product. The addition of sulfuric acid caused the suspension of the substrate reaction and 

finally, the light intensity was measured by a photometric method at 450 nm. Optical density had an 

inverse relationship with the concentration of aflatoxin in the sample. To isolate the fungus, first 2 g 

of the standardized feed  were weighed and milled  in  a falcon containing 18 ml of physiological 

serum and then, mixed well with a vortex for five minutes. A portion of the diluted feed was removed 

and cultured on plots containing a Potato Dextrose Agar medium at several locations. Plates were 

incubated for 7 days at 25 ℃. DNA was extracted from Potato Dextrose Broth (PDB) medium. The 

resulting mycelium mass was frozen and converted to a uniform powder by liquid nitrogen. DNA 

extraction was carried out by placing the samples in a buffer and purification with organic solvents 

such as chloroform/isoamyl alcohol and finally, curing with cold isopropanol. The resulting DNA 

was stored at -20 ° C. In order to evaluate the actuary of identification for Aspergillus flavus, the 

primer sequence of AFLA-F and AFLA-R gene was aligned using the BLAST software (GenBank) 

to find similarity rate within resisted reference sequences. Each PCR reaction consists of: 6 μl of PCR 

Master Mix, 2 μl extracted DNA, 0.2 μl of each recipe primer, 1.6 μl of distilled water. Then, 10 μl 
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of the final volume of reaction was placed on thermosecler device. A PCR program for amplification 

of the targeted PCR fragment was fixed based on following temperature: Initial denaturant at 95℃ 

for 10 min, {denaturant at 95℃ for 1 min, annealing at 66℃ for 2 min, extension at 72℃ for 2 min 

(total 34 cycle)} and the final amplification at 72℃ for 5 minutes (Zachová et al. 2003). Isolated 

strains of Aspergillus strains were verified using the PCR method; its reaction products were detected 

in 1% agarose gel by electrophoresis.  

Results and discussion: The results showed that all milk and feed samples were contaminated with 

aflatoxin, but the contamination rate of milk samples was lower than the standard values of Iran, 

America, and the European Union (0.1, 0.5 and 0.05 μg / Kg). Among the 10 collected samples, only 

two edible samples with aflatoxin B1 contamination were higher than the Iranian and European 

standards (5 μg / kg). The contamination level of milk and feed samples were observed in the range 

of 0.021-0.05 and 1.1-6.9 μg / kg, respectively. Statistically, there was a significant difference 

between the mean of contamination of aflatoxin M1  in milk and B1 in feed in the region with national 

and international standards and the mean of M1 and B1 contamination was lower than these standards. 

The level of aflatoxin M1 in milk was detected by HPLC method, indicating that the infection rate of 

10 samples was 0.02-0.31 μg / l (Besufekad et al. 2018). In another study, 178 wheat samples were 

collected in China and reported 18.8% of the samples contaminated with aflatoxin B1 (Liu et al. 

2016). The results of the fungal species also showed that the analyzed samples did not show any 

bands in the 413bp range. As a result, it can be said that the dominant species and the main cause of 

contamination were not Flavus species. Wang et al. (2016) reported that aflatoxins are mainly 

produced by the genus Aspergillus, and are commonly found in food and feed in humid and warm 

environments. Research results in India show that among the 15 collected samples, only 9 samples 

(60%) were infected with Aspergillus. Seven samples were detected as  Aspergillus flavus and two 

samples as  Aspergillus niger (Khare et al. 2018).  

Conclusion: Milk composition, body mass gain, immunity, and reproductive performance are 

affected in dairy ruminants by feeds contaminated with aflatoxins. It is expected that by controlling 

animal feed agaisnt aflatoxin and reducing its levels in feed by improving production and storage 

conditions, a suitable method for preventing contamination of milk and its products will be adopted 

to help improve the health of the community. 
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