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 مطالعه فلور ميكروبي مولّد آنزيم هيستيدين دكربوكسيلاز در ماهي زرده

 2، عباسعلي مطلبي2، ودود رضويلر1اله كوهدار ولي

 

 چكيده
باشد؛ عوامل  مسموميّت هيستاميني يك مسموميّت غذايي با گستره جهاني مي

 ايجاد كننده آن، آمين هاي بيوژن مي باشند كه بوسيله گونه هاي مختلفي از

ي توليد كننده ها باكتريهدف از اين تحقيق، شناسايي . توليد مي شوند ها باكتري

. آنزيم هيستيدين دكربوكسيلاز در ماهي زرده صيد شده از آبهاي جنوبي ايران بود

نمونه ماهي زرده منجمد براي انجام آزمايشات  52از عضلات اطراف آبشش 

نتايج بدست آمده نشان داد كه  .ميكروبي و تعيين ميزان هيستامين استفاده شد

شمارش كلي ميكروبي و شمارش سرماگراها به ترتيب انحراف معيار  ±ميانگين 

ي متنوّعي به عنوان ها باكتري .بود Log10 CFU/g 81/0 ±88/8و  ±81/8 81/0

ي توليد كننده آنزيم هيستيدين دكربوكسيلاز شناسايي شدند؛ از ميان ها باكتري

درصد، بيشترين فراواني را داشت و به  9/50رفرينجنس با آنها، كلستريديوم پ

، گونه هاي 8/88، گونه هاي پروتئوس با 1/81دنبال آن گونه هاي كلبسيلا با 

هاي بعدي  درصد فراواني،  در رتبه 1/71با  ها باكتريو ساير  2/80انتروباكتر با 

به  ppm20بيش از و  20تا  50، بين 50هيستامين در مقادير كمتراز  .قرار گرفتند

بنابراين خطرات بهداشتي در . درصد نمونه ها يافت شد 88و  1، 81ترتيب در 

پروسه هاي صيد و پس از صيد ماهي زرده وجود دارد و بايد از روشهاي كنترلي 

 .مناسبي به منظور جلوگيري از شكل گيري هيستامين استفاده شود

ي توليد كننده آنزيم ها باكتري، مسموميّت هيستاميني، ماهي زرده :واژگان كليدي

 هيستيدين دكربوكسيلاز
 

 89/85/19: تاريخ پذيرش    81/80/19: تاريخ دريافت

 

 مقدمه
مسموميتّ هيستاميني كه از آن به عنوان مسموميتّ 

شود، يك مسموميتّ شيميايي  اسكومبروئيدي هم ياد مي

ر اكثر افتد؛ امّا د باشد كه در سرتاسر جهان اتفاق مي غذازاد مي

كشورها به دليل طبيعت ملايم بيماري، اغلب شناسايي نشده و 

اين مسموميتّ غذايي اغلب در اثر مصرف . شود گزارش نمي

ماهيان خانواده اسكومبروئيده و اسكومبروسوسيده كه داراي 

 دون ـان ايـماهي. ودـش د، ايجاد ميـاشنـب اي مي رهــت تيـگوش
 
8- انشكده دامپزشكي، دانشگاه آزاد اسلامي واحد كرج،  كرج، ايران گروه بهداشت مواد غذايي، د 

dr.koohdar@yahoo.com 
گروه بهداشت مواد غذايي، دانشكده علوم تخصصي دامپزشكي،  دانشگاه آزاد اسلامي واحد علوم و تحقيقات، تهران،  -5

 ايران

خانواده، مقادير بالايي از اسيد آمينه هيستيدين آزاد را در  

باشند و اگرتحت شرايط نامناسب صيد و  دارا مي عضلات

نگهداري شوند، در اثر آنزيم هيستيدين دكربوكسيلاز توليد 

، هيستامين از هيستيدين آزاد توليد ها باكتريشده بوسيله 

مصرف ماهيان تازه و منجمد فاسد شده و يا (. 88)خواهد شد

اشند، هاي آنها كه حاوي مقادير زيادي هيستامين مي ب فراورده

معمولاً (. 1)علت اصلي مسموميتّ هيستاميني مي باشد

مسموميتّ هيستاميني يك مسموميتّ خفيف و ملايم بوده و با 

علائمي نظير سردرد، جوشهاي پوستي، خارش، كهير، التهاب 

  (. 80)موضعي، سوزش دهان و علائم گوارشي همراه است

آنزيم توانايي توليد  ها باكتريگروه بزرگ و متنوّعي از 

هيستيدين دكربوكسيلاز را داشته و قادر به توليد هيستامين مي 

بطور كلي آنزيمهاي دكربوكسيله كننده اسيدهاي آمينه . باشند

هاي  مخصوصاً آنزيم هيستيدين دكربوكسيلاز، دربرخي از گونه

انتروباكترياسه، لاكتوباسيلوسها، پسودوموناسها، ويبريوها، 

ي ها باكترييافت مي شود؛ امّا  كلستريديوم و فوتوباكتريوم

انتروباكترياسه نقش مهمي را در توليد اين آنزيم ايفاء مي 

عواملي نظير گونه ماهي، فصل صيد، نحوه   (.8و80)كنند

صيد، شرايط نگهداري ماهي از نظر دما و زمان، منطقه 

جغرافيايي، ميزان شوري و دماي آب و فرايندهاي پس از صيد 

ي توليد كننده هيستامين تأثيرگذار ها اكتريببر ميزان و تنوعّ 

هاي جنوبي ايران  ماهي زرده صيد شده از آب (.50)مي باشند

كه متعلقّ به خانواده اسكومبروئيده بوده و ميزان صيد آن در 

هزار تن رسيده، براي انجام  50هاي اخير به بيش از  طي سال

 رس و اين ماهي در سرتاسر خليج فا. دـاب گرديـق انتخـتحقي
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هاي صيادي از قبيل قلاب  روششود و  درياي عمان يافت مي

خزنده، تور گوشگير و تورگردان پياله اي، روشهاي مورد 

حاوي اين ماهي (. 5)استفاده براي صيد آن محسوب ميشوند

گرم گوشت مي  800ميليگرم اسيد آمينه هيستيدين در 8090

يني را دارا مي و لذا پتانسيل ايجاد مسموميتّ هيستام( 81)باشد

ي توليد كننده ها باكترياين تحقيق جهت بررسي انواع . باشد

آنزيم هيستيدين دكربوكسيلاز و تعيين ميزان هيستامين موجود 

 .در ماهي زرده منجمد، انجام گرفت

 

 مواد و روش كار

هاي  با هماهنگي مؤسسه تحقيقات شيلات، از يكي از شركت

تهران جهت نمونه برداري كنسروسازي فعاّل موجود در استان 

نمونه ماهي زرده منجمد با روش نمونه  52تعداد . استفاده شد

برداري تصادفي ساده، مورد نمونه برداري قرار گرفت و بدليل 

اينكه عضلات اطراف آبشش هاي ماهي، يكي از قسمتهايي 

است كه بيشترين آلودگي ميكروبي و هيستاميني را دارا مي 

هاي  رم از اين قسمت، جهت انجام آزمون، نيم كيلوگ(81)باشد

ميكروبي و همچنين تعيين ميزان هيستامين موجود، تحت 

برداري و به آزمايشگاه تشخيص  شرايط استريل نمونه

 .دامپزشكي ارسال گرديد

در آزمايشگاه، پس از پوست كني و استخوان گيري، گوشت 

كن  باقيمانده بدون اضافه كردن ماده رقيق كننده داخل مخلوط

دقيقه، عمل مخلوط كردن به منظور  7قرار گرفت و به مدت 

از مخلوط همگن شده . ايجاد يك مخلوط هموژن انجام شد

با استفاده از پپتون واتر استريل، رقتهاي مورد نظر تهيّه و به 

صورت كشت مخلوط با استفاده از محيط كشت تريپتيكاز 

به . جام شدتهيه كشت به روش استاندارد ان( TSA)سوي آگار 

ها  منظور شمارش كلي ميكروبي و شمارش سرماگراها، پليت

 50ساعت و  58درجه سانتيگراد به مدت  71به ترتيب در 

شمارش . روز قرار گرفتند 2درجه سانتيگراد به مدت 

ي خانواده انتروباكترياسه با استفاده از محيط  ها باكتري

VRBA (Violet red bile dextrose agar)  گرم خانه پس از

 .ساعت انجام شد 58درجه سانتيگراد به مدت  71گذاري در 

ي توليد كننده آنزيم هيستيدين ها باكتريبراي شمارش 

و محيط كشت ( 82)دكربوكسيلاز، از محيط كشت نيون

پس از تهيهّ اين محيطها، تعداد   .استفاده شد( 50)تغييريافته نيون

در نظر ( 80 -7تا 880)پليت خالي براي هر كدام از رقتهاي  1

گرفته شد و با استفاده از محيط كشت نيون و يا محيط كشت 

به صورت كشت مخلوط دو لايه و دوبل تهيهّ  تغيير يافته نيون

عدد پليت حاوي محيط كشت  5كشت انجام شد؛ پس از آن، 

عدد پليت  5ساعت،  81به مدت  C71نيون در گرم خانه 

روز  2به مدت  C50 حاوي محيط كشت نيون در گرم خانه

عدد پليت حاوي محيط كشت تغيير  5و ( تحت شرايط هوازي)

تحت شرايط بي )ساعت   81به مدت  C 71يافته نيون در 

كلني هايي كه داراي هاله بنفش در محيط . قرار گرفتند( هوازي

كشت نيون بوده و يا داراي هاله صورتي در محيط كشت تغيير 

ي توليد كننده آنزيم هيستيدين ها باكترييافته نيون بودند، بعنوان 

با استفاده از محيط كشت . دكربوكسيلاز شمارش شدند

هيستيدين -Lتريپتيكاز سوي آگار حاوي يك درصد ايزومر 

هاي شمارش  از هركدام از كلني، 1برابر  pHهيدروكلرايد و با 

ي توليد ها باكتريشده، تهيه كشت ايزوله انجام شد و سپس 

هيستيدين دكربوكسيلاز با استفاده از خصوصياتي  كننده آنزيم

هاي بيوشيميايي،  نظير تست كاتالاز، تخميركربوهيدراتها، تست

ها و غيره توصيف شده در كتاب باكتري  مورفولوژي كلني

 .مورد شناسايي قرار گرفتند، (9)شناسي برگي

گيري ميزان هيستامين موجود در نمونه ها با استفاده از  اندازه

انجام ( ELIZA)ت اطراف آبشش ها و با روش اليزا عضلا

نشان دادند كه روش اليزا ( 5002)وهمكاران  Marcobal. شد

همبستگي خوبي با روش كروماتوگرافي مايع با كارايي 

از كيت (. 87)در تعيين ميزان هيستامين دارد  (HPLC)بالا
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مخصوص اندازه گيري هيستامين در ماهيان اسكومبروئيدي، 

 . يت وراتوكس شركت نئوژن براي اين منظور استفاده شدبنام ك

( .81ver)ها از نرم افزار براي تجزيه و تحليل آماري داده

SPSS به منظور بدست آوردن ارتباط بين . استفاده شد

هاي ميانگين تعداد  شاخص ميزان هيستامين و شاخص

ي توليد كننده هيستامين و ميانگين تعداد ها باكتري

اسه توليد كننده هيستامين، از آزمون آناليز واريانس انتروباكتري

 . استفاده شد (ANOVA)يكطرفه 

 

 نتايج

شمارش كلي باكتريايي و شمارش  انحراف معيار ميانگين

نمونه ماهي زرده صيد شده از  52ي سرماگرا در ها باكتري

و  81/8  81/0هاي جنوبي ايران به ترتيب برابر با  آب

CFU/g Log10 81/0  88/8 ميانگين شمارش. بود 

ي توليد كننده آنزيم هيستيدين ها باكتري انحراف معيار

بود و اين  Log10CFU/g 88/008/5دكربوكسيلاز برابر با 

درصد ميانگين شمارش كلي باكتريايي  87/0ميزان درحدود 

 57/8ي خانواده انتروباكترياسه بين ها باكتري. محاسبه گرديد

شمارش شدند و ميزان ميانگين  Log10 CFU/g 1/7تا 

ميزان ميانگين . بود Log10CFU/g 81/072/5شمارش آنها 

ي خانواده انتروباكترياسه توليد كننده آنزيم ها باكتريشمارش 

 Log10هيستيدين دكربوكسيلاز در ماهيان مورد مطالعه، 

CFU/g 82/008/5 تعيين شد. 

ده در ماهي ي توليد كننده هيستامين جداشها باكتريانواع   

ي توليد كننده ها باكترياز ميان . آمده است 8زرده در جدول 

درصد،  9/50هيستامين جدا شده، كلستريديوم پرفرينجنس با 

درصد و گونه هاي پروتئوس با  1/81هاي كلبسيلا با  گونه

درصد، بيشترين ميزان فراواني را به خود اختصاص  8/88

 .دادند

نمونه  52شده و ميزان فراواني آنها در ي جداها باكتريانواع  -8جدول

 ماهي زرده
شرح                     

 نوع باكتري
تعداد باكتري 
 جدا شده

 ميزان فراواني
% 

2/7 821 آئروموناس هيدروفيلا  

9/1 780 انتروباكتر آئروجنز  

1/7 810 انتروباكتر كلواسه  

8/2 582 اشرشيا كلي  

7/1 712 پروتئوس ميرابيليس  

س وولگاريسپروتئو  510 1/2  

9/1 800 سراتيا ماركسنس  

5/7 885 سودوموناس آئروجينوزا  

2/8 500 سودوموناس فلورسنس  

1/1 720 سيتروباكتر فرونداي  

2/85 210 كلبسيلا نومونيا  

7/8 890 كلبسيلا اوكسي توكا  

9/50 980 كلستريديوم پرفرينجنس  

8/8 500 مورگانلا مورگاني  

 800 8890 مجموع
 

ي توليد كننده ها باكتريميانگين تعداد  5و  8نمودارهاي شماره 

ي انتروباكترياسه توليد كننده هيستامين را ها باكتريهيستامين و 

در مقادير مختلف هيستامين در ماهي زرده مورد مطالعه نشان 

ي توليد كننده ها باكتريبا افزايش ميانگين تعداد . دهند مي

تروباكترياسه توليد كننده هيستامين، ي انها باكتريهيستامين و 

با انجام . ميزان هيستامين موجود در ماهي هم افزايش يافت

آناليز آماري آناليز واريانس يك طرفه نيز اختلاف آماري 

بين ميزان هيستامين و ميانگين تعداد ( >02/0p)داري  معني

ي ها باكتريي توليد كننده هيستامين و همچنين ها باكتري

 .ترياسه توليد كننده هيستامين مشاهده شدانتروباك

 
ي توليد كننده ها باكتريميزان هيستامين و ميانگين تعداد  -8نگاره 

 نمونه ماهي زرده  52هيستامين در
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ي انتروباكترياسه ها باكتريميزان هيستامين و ميانگين تعداد  -5نگاره 

 نمونه ماهي زرده 52توليد كننده هيستامين در 

 
، 8/9يزان هيستامين در نمونه هاي مورد آزمونكمترين م

 ppmانحراف معيار آن  و ميانگين 2/881بيشترين آن 

ميزان فراواني هيستامين در مقادير . محاسبه گرديد 9/11/27

در نمودار شماره  ppm20و بيش از  20تا  50، بين 50كمتراز 

 .آمده است 7

 
تون ماهي زرده صيد شده  نمونه 52ميزان هيستامين موجود در  -7نگاره 

 از جنوب ايران

 
 بحث

براساس استانداردهاي ميكروبي ارائه شده توسط كميته بين 

المللي خصوصياّت ميكروبي مواد غذايي، حدّ مجاز شمارش 

كلي ميكروب هاي هوازي در هر گرم از نسج ماهيان تازه، 

درجه سانتيگراد  52تا  50دودي سرد و منجمد دردماي 

اين ميزان . مي باشد CFU/g 802، كمتر از (گراهاشمارش سرما)

نيز قابل قبول مي باشد؛ ولي مدت زمان حفظ  CFU/g 802×2تا 

مقادير . و نگهداري اين چنين ماهياني محدودتر خواهد بود

در هر گرم از نسج غيرقابل قبول مي  CFU/g 802×2 بالاي 

ي مزوفيل ها باكتريدر بيشتر آبزيان خوراكي خام، تعداد . باشد

با توجه به (. 1)ي سرماگرا باشدها باكتريبايد يك دهم تعداد 

نتايج حاصل از شمارش كلي ميكروبي و شمارش سرماگراها، 

درصد از نمونه هاي  80ميانگين شمارش كلي ميكروبي در 

در مورد . ماهي زرده بيش از حدّ استاندارد موجود مي باشد

در  ها باكتريين ي سرماگرا، ميانگين شمارش اها باكتري

درصد  8هاي ماهي زرده كمتر از حدّ مجاز بوده و فقط در نمونه

 .از آنها، شمارش سرماگراها بيش از حدّ استاندارد است

( p >02/0)مقادير هيستامين به طور معني داري از نظر آماري   

ي توليد كننده آنزيم ها باكتريدر نمونه هايي كه شمارش 

ميانگين تعداد . الايي داشتند، بالا بودهيستيدين دكربوكسيلاز ب

درصد ميانگين شمارش كلي  87/0درحدود  ها باكترياين 

( 8991)و همكاران  Lopez-Sabater. ميكروبي محاسبه گرديد

ي توليد كننده هيستامين را همواره كمتر از ها باكتريميزان شيوع 

؛ (88)درصد شمارش كلي ميكروبي گزارش نمودند  8/0

Ababouch  0/8اين ميزان را كمتر از ( 8998)و همكاران 

 (. 8)درصد شمارش كلي ميكروبي گزارش نمودند

با توجه به نتايج آناليز آماري واريانس يك طرفه، بين   

پارامترهاي ميزان هيستامين موجود در ماهي مورد مطالعه و 

ي انتروباكترياسه، ارتباط معني داري مشاهده ها باكتريشمارش 

ي انتروباكترياسه توليد ها باكتريبا افزايش تعداد (. p >02/0)شد

كننده هيستامين، ميزان هيستامين موجود در ماهي هم افزايش 

 88ي انتروباكترياسه در ها باكتريميانگين تعداد . مي يافت

درصد ماهي مورد مطالعه كه حاوي مقادير بالايي از هيستامين 

 CFU/g 805x1/5در عضلات بودند، ( ppm20بيش از )

 .شمارش شد

ي ها باكتريي خانواده انتروباكترياسه از مهمترين ها باكتري   

در . توليد كننده هيستامين در ماهي محسوب مي شوند

ي توليد كننده هيستامين ها باكتريدرصد  9/11تحقيق حاضر 
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-Lopez. در ماهي زرده، جزء خانواده انتروباكترياسه بود

Sabater  درصد  17رش كردند كه گزا( 8991)و همكاران

ي توليد كننده هيستامين جزء خانواده ها باكتري

در گزارش ديگري كه توسط (. 88)انتروباكترياسه مي باشند

Lopez-Sabater   منتشر شده،  8998و همكاران در سال

ي توليد كننده هيستامين جدا ها باكتريآمده است كه تمام 

ايزوله باكتريايي  80شده در تحقيق آنها، گرم منفي بوده و از 

، جزء ها باكتريدرصد از  2/11جدا شده در محيط نيون، 

به اين نكته بايد توجّه (. 85)خانواده انتروباكترياسه بوده اند

ي هوازي توليد ها باكترينمود كه در اين مطالعات فقط 

ي ها باكتريكننده هيستامين مورد مطالعه قرار گرفته اند و به 

ه هيستامين نظير كلستريديوم بي هوازي توليد كنند

پرفرينجنس توجّه اي نشده است؛ امّا مطالعه حاضر ضمن 

ي هوازي توليد كننده هيستامين، به ها باكتريبررسي 

 .ي بي هوازي نيز پرداخته استها باكتري

ي مهم در ها باكتريكلستريديوم پرفرينجنس نيز يكي از   

مونه توليد هيستامين محسوب مي شود و حضور آن در ن

. هاي مورد آزمون، اغلب با مقادير بالاي هيستامين همراه بود

ي توليد كننده هيستامين جداشده ها باكتريدرصد از  9/50

در نمونه هاي ماهي زرده مربوط به كلستريديوم پرفرينجنس 

ي توليد كننده ها باكتريدرصد  20در گزارشي، . بود

تريديدم هيستامين جدا شده از تون ماهيان، از جنس كلس

 (. 50)پرفرينجنس بودند

ي توليد كننده هيستامين جداشده در اين ها باكتريتمام 

 اند مطالعه، قبلاً بوسيله ساير محققين نيز گزارش شده

بندي انجام شده توسط  با توجه به تقسيم(. 1،85،81،89،50)

Behling و Taylor (8915 ) ي توليد ها باكتريدر خصوص

يي نظيركلستريديوم ها كتريبا، (2)كننده هيستامين

پرفرينجنس، مورگانلا مورگاني، گونه هاي پروتئوس، گونه 

هاي كلبسيلا و گونه هاي انتروباكتر كه قدرت توليد مقادير 

زياد هيستامين را دارا هستند، در گروه توليد كنندگان عمده 

در نمونه  ها باكترياين گروه از . هيستامين قرار مي گيرند

مقادير بالايي از هيستامين در عضلات بودند، هايي كه حاوي 

با مقايسه شيوع انواع . در مقياس بالايي جدا شدند

ي توليد كننده هيستامين در ماهي زرده، مشخص ها باكتري

درصد، گونه  9/50گرديد كه كلستريديوم پرفرينجنس با 

 8/88درصد، گونه هاي پروتئوس با  1/81هاي كلبسيلا با 

درصد و مورگانلا  2/80نتروباكتر با درصد، گونه هاي ا

درصد فراواني در گروه يك تقسيم بندي  8/8مورگاني با 

از طرف ديگر ساير گونه هاي جدا شده نظير . قرار دارند

سيتروباكتر فرونداي، سراتيا ماركسنس، اشرشيا كلي، 

آئروموناس هيدروفيلا و گونه هاي سودو موناس در گروه 

 .ين قرار گرفتندتوليد كنندگان كم هيستام

مي  ppm5ميزان هيستامين در ماهيان تازه معمولاً كمتر از 

نشان دهنده فساد ماهي مي  ppm20تا  50مقادير بين . باشد

به عنوان دوز فعال مطرح مي باشد كه  ppm20باشد و ميزان 

(. 1)باعث غيرقابل مصرف شدن محصولات ماهي مي شود

 0/88و  0/1، 0/81براين اساس، اين تحقيق نشان داد كه 

درصد از ماهيان مورد آزمون به ترتيب حاوي مقادير كمتراز 

هيستامين در عضلات  ppm20و بيش از  20تا  50، بين 50

 . اطراف آبشش مي باشند

آمده است كه در ( 8715)در گزارش كامكار و همكاران   

درصد نمونه هاي كنسرو تون ماهيان، ميزان هيستامين  52/88

همچنين در (. 7)مي باشد( ppm20)حدّ مجاز بالاتر از

درصد  7/88آمده كه ( 8711)گزارش حسيني و همكاران 

كنسروهاي تون ماهيان مورد آزمون حاوي مقادير بيش از 

با توجه به اين تحقيقات و تحقيق (. 8)حدّ مجاز بوده اند

حاضر، مسموميتّ هيستاميني در كشور ايران اتفاق مي افتد 

يعت ملايم بيماري و عدم تشخيص دقيق آن، ولي به دليل طب

نتايج اين تحقيق نشان . گزارشي از موارد بيماري وجود ندارد

داد كه مخاطرات بهداشتي در روشهاي صيد و فرايندهاي 

پس از صيد مورد استفاده در صنعت ماهي زرده وجود دارد 
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هاي مناسب پيشگيري توليد  و استفاده دقيق از روش

از . رسد هاي بيوژن ضروري به نظر مي آمينهيستامين و ساير 

ي توليد كننده هيستامين از خانواده ها باكتريآنجا كه اغلب 

انتروباكترياسه و همچنين جنس كلستريديوم بوده و اكثر 

هاي آنها در گروه توليد كنندگان عمده هيستامين قرار  سويه

در مراحل مختلف صيد و فرايندهاي پس از يت دارند، مدير

 ها باكتريجهت جلوگيري از آلودگي متقاطع بوسيله اين آن، 

و نگهداري و حمل و نقل تون ماهيان در شرايط زماني و 

به منظور جلوگيري از رشد ( C 8 كمتر از) دمايي مناسب 

گيري  ها و نتيجتاً كاهش شكل و تكثير اين ميكروارگانيسم

 .باشد هيستامين الزامي مي
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