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  يها نمونهدر  س پارازیتیکوس و فلاووسوژیلسپرآ تعیین هویت مولکولی
  ي کشت و مستقیمها روشو مقایسه با  Duplex  PCRبا روش  علوفه

  5، محمد قهري4سعید بکائی، 2و  3حسینی محمدحسن شاه ،1منصور بیات ،1*ناهید پدرام

  
 چکیده

 مشکلات عدیده در موجبکه  است طیورو  بیماري عفونی انسان زیسژیلوآسپر
(سنتی و  روش آزمایشگاهی دوارزشیابی  ،شود. هدف اصلی این مطالعه می آنها

 دوس فلاوس و پارازیتیکوس و مقایسه این ژیلودر تشخیص آسپر مولکولی)
 وسژیلآسپر استاندارد هاي هاي سوشDNAشد. بعد از استخراج باروش می

هاي هر  ، ژنPCRارچ و تست پارازیتیکوس و فلاووس به همراه پرایمرهاي هر ق
 PTZ57Rبا استفاده از پلاسمید  TA cloningبه روش PCR  قارچ تکثیر و محصول

به  نمونه PCR Duplex 50و   PCRهاي   سازي تست پس از بهینه گردیدکلون 
در تست اپتیمایز  آزمایش شدند. شت و آزمایش مستقیم، کPCR Duplex  روش
و فلاووس به  پارازیتیکوس وسژیلآسپر bp 413و  bp 343، محصول PCRشده 

کشت و آزمایش  ،  Duplex PCR به روشعلوفه نمونه  50 گردید. تکثیر ترتیب
بر   ، کشت و آزمایش مستقیم  Duplex PCRمستقیم آزمایش شدند. در آزمایش 

نمونه با آزمایش مستقیم و کشت  15و  Duplex PCRنمونه  با  13ها،  روي نمونه
نتایج بدست آمده از آزمایشات  روش منفی بودند.دونمونه با هر  26مثبت شد و 

بین نتیجه مستقیم و کشت از یک سو و نتیجه  MacNemar  فوق توسط آزمون
Duplex PCR  باشد  از سوي دیگر انجام شده توافق بین دو تست میP=0.824. 

روش دوتفاوت معنی داري بین  طبق نتایج بدست آمده از نظر تشخیص،
دهی سریعتري  پاسخ Duplex PCRایشگاهی وجود نداشت هرچند روش آزم

پارازیتیکوس در وسژیلآسپر ي سنتی داشت و قادر به تشخیصها روشنسبت به 
  ها شد. نمونه

، Duplex PCRپارازیتیکوس،  وسژیلآسپرفلاووس، وسژیلآسپر :کلیدي واژگان
  علوفه

 
  13/6/94تاریخ پذیرش:     1/2/94تاریخ دریافت: 

  
  قدمهم

باشد  هاي دستگاه تنفسی طیور می یلوزیس یکی از عفونتژآسپر
 که با واگیري و تلفات بالا در پرندگان جوان همراه است.

    جلدي، ی نظیر علائم عصبی،ـاوتـرات متفـا تظاهـاري بـبیم
  تحقیقات، تهران، ایران، دانشگاه آزاد اسلامی واحد علوم و دانشکده علوم تخصصی دامپزشکی ،شناسی گروه تخصصی قارچ - 1*

(nahidpedram@gmail.com) 
  ، تهران، ایران.دانشگاه آزاد اسلامی ،واحد شهر قدس ،میکروبیولوژي گروه  - 2
  ایران، تهران ،(IGF)موسسه ایرانیان ژن فناور - 3
 دانشکده دامپزشکی، دانشگاه تهران، تهران، ایران. - گروه بهداشت مواد غذائی - 4
  ، تهران، ایراندانشگاه امام حسین(ع)، دانشکده علوم و مهندسی ،شناسی گروه زیست- 5

چون در  .)1و  2(دباش میچشمی و سیستمیک همراه  گوارشی،
غالب موارد دستگاه تنفسی مورد تهاجم است به آن 

ها و طیور  . بیماري در جوجه)3(گویند پنومومایکوزیس نیز می
حساسیت روزه  1-3هاي  جوان شایع بوده به طوریکه جوجه

با افزایش سن  دهند اما لوس نشان مییژزیادي به قارچ آسپر
. سم حاصله از )4(دشو مینسبت به این عفونت مقاومت ایجاد 

ها از مهمترین  نامند آفلاتوکسین این قارچ را بنام آفلاتوکسین می
هاي ثانویه  ند که از متابولیسمشو میها محسوب  مایکو توکسین

 پارازیتیکوسلوس ژیاز جمله آسپر ها قارچهاي خاصی از  گونه
در  M1ند. آفلا توکسین شو میحاصل  فلاووسلوس ژیآسپر و

در کبد حیوان تولید  B1اثر تبدیل بیولوژیکی آفلاتوکسین 
 د. کنترل وشو میگردیده و در شیر، ادرار و مدفوع حیوان دیده 

ازموارد مهمی است که بایستی به آن توجه  AFM1گیري  اندازه
 وB1,B2، G1 ها شامل ترین آفلاتوکسین شود. عمومی بیشتري

G2  آفلاتوکسین  ،گونه 4است که از بین اینB1  در مورد
 .داردصدمه به دام و محصولات آن بیشترین اهمیت را 

هاي زیادي در  باعث بیماري ،محصولات دام حاوي آفلاتوکسین
 يریشگیپ يبرا یگوناگون يها روشهرچند . )5(دشو میانسان 

شده  یآن معرف دنیاز به مصرف رس شیخوراك پ یزدگ قارچاز 
از خوراك انبار شده  یحال خواه ناخواه بخش نیاست، با ا

تواند همراه  یشده که م یجهت مصرف دام، دچار فساد قارچ
رسد. لذا چون به  یباشد که به مصرف دام م یسموم دیبا تول

رسد،  یبه مصرف دام م شهیهم یاز سموم قارچ يریناچار مقاد
  درجه  اول  وجود  قارچ   در ه ـک  شود  تلاش است    بهتر
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وس در علوفه سریعا شناسایی ژیلدرجه اول وجود قارچ آسپر
 زانیحداقل از م ندر،یبا باتیاز انواع ترک يریتا با بهره گشود

اثرات سوء  نیجذب شدن آن تا حد امکان کاسته شود تا کمتر
که قسمت  ستیدر حال نیدد. اگر جادیبر بهداشت دام و انسان ا

دامها هنوز  در یقارچ یعمده از خسارات حاصل از آلودگ
از انواع  یحاد و بعض تیاست و  تنها مسموم دهیآشکار نگرد

شده است  هیمزمن شناخته شده است. لذا  توص يها تیمسموم
 نگونهیاز اشکال مزمن ا یو برخ یکه موارد تحت درمانگاه

ابعاد  تا ردیمطالعه قرار گ مورد بیشتر دیبا ،ها تیمسموم
 یتر گردد. از طرف روشن سموم نیاز جذب ا یخسارات ناش

 مانند ها قارچاز  یبعض يها تیتوجه داشت که متابول دیبا
ها براثر مصرف علوفه آلوده به  دام ریکه درش M1 نیآفلاتوکس

کبد انسان  شود، در یترشح م آسپرژیلوسسموم مربوط به قارچ 
تواند موجب سرطان گردد. متأسفانه  یو مشده  رهیذخ

 نیافلاتوکس يبالا يها از حضور غلظت یفراوان يها گزارش
M1 مختلف کشور  يها بخش یمصرف یو مواد لبن ریدر ش

از  یزه کردنعمل پاستور درسم  نیوجود دارد و از آنجا که ا
جذب  زانیبا م ریکاهش آن در ش يبرا ستیبا یرود، م ینم نیب

به نسبت ارزان  یروش تیذاشت. هرچند مصرف بنتونگ ریآن تاث
 ریتاث زانیم یعارضه ها عنوان شده است ول نیمقابله با ا يبرا

 یدر داخل کشور مورد بررس یمختلف به خوب يآن در گله ها
آن در کنترل  تیاز موفق یدرست نیقرار نگرفته است و تخم
 اي لذا بعلت مشکلات عدیده ،باشدیخسارات در دسترس نم

که این قارچ و مایکوتوکسین هاي حاصله از آن  که براي انسان 
نماید بهتر است در اوائل حضور آن در  ها می دام و دامداريو 

ي آزمایشگاهی معتبر تشخیص داده ها روشبیمار یا علوفه با 
بدلیل افزایش موارد پیوند عضو  امروزه تعداد این بیماران، شود.

در این  ها قارچاین  افزایش است. ها و ایدز رو به و نیز سرطان
وزیس ژیلنماید. آسپر وزیس مهاجم میژیلبیماران ایجاد آسپر

ي معمول ها روشمهاجم نیاز به تشخیص سریع اولیه دارد. 
ي ها نمونهاز جمله اسمیر مستقیم،کشت و  ها قارچشناسائی 

پاتولوژیک آنچنان که باید سریع نیستند و یا از حساسیت لازم 
ي ایمونولوژیک مانند ها روش .)6(ندباش مینبرخوردار 

 ي ردیابی آنتی بادي و آنتی ژن نیز اگرچه سریع هستند،ها روش
اما فاقد ویژگی و دقت لازم هستند و بعضا در بیماران داراي 
نقص در سیستم ایمنی که در تولید آنتی بادي مشکل دارند قابل 

 Duplexله ي مولکولی از جمها روش. )7و  19(ندباش میانجام ن

PCR ها روشاند. این  امروزه به شکل وسیعی به کمک ما آمده 
و نیز سرعت مناسب را هم حساسیت لازم و هم ویژگی کافی 

 کوسیتیوس و پارازوفلاوس ژیلآسپرتشخیص دارا هستند. 
براي دامداریها بسیار ارزشمند  روش سریع و دقیقبا علوفهدر

پاکسازي  تشخیص سریع قادر به حذف و چون بااست. 
 ،شده و در نتیجه خروج آلودگی وسژیلآسپري حاوي ها علوفه

 ها علوفهجاد کننده در یسین هاي امانع اثرات مزمن آفلاتوک
در  Duplex PCRروش  یم.شو می ها ژیلوستوسط آسپر

ي ها نمونهدر  کوسیتیپاراز وس ووفلاوس ژیلآسپرتشخیص 
ضمنا در ته است. تاکنون در ایران مورد استفاده قرار نگرف علوفه

با دو روش  ها علوفهشخیص آسپرژیلوس در ت این پژوهش
 دوي شده و هر گیر اندازهسنتی کشت و آزمایش مستقیم نیز 

   .گردندمیروش در تشخیص باهم مقایسه 
 

  مواد و روش کار
و  کوسیتیوس و پا رازوفلالوس ژیي آسپرها سوشتهیه 
 وسوفلا وسآسپرژیلاستاندارد  يها سوش ابتدا کشت: روش

    PTCCهاي صنعتی ایران و باکتري ها قارچمتعلق به کلکسیون 
تهیه  پارازیتیکوسآسپرژیلوس و سوش  (IR 111)004با شماره 

  GYEP  مایع در محیطشناسی ایران  شده از انجمن قارچ
(Glocose Yeast Extract pepton) از بعد   سپس و کشت

 برداشته و در دوراز محیط کشت مایع میکرولیتر  500 ،رشد
rpm12000   دقیقه سانتریفوژ گردید. مایع رویی دور  5به مدت

دوبار تقطیر  آبمیکرولیتر 100ریخته شد و رسوب حاصله در 
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استریل دیونیزه شده به حالت سوسپانسیون در آمد وسپس 
DNA 8(دن با روش فنل کلروفرم استخراج گردیآ(.  

  از سوش استاندارد DNA استخراج 
کشت داده شده در محیط  استاندارد میکرولیتراز  سوش 100  

میکرو لیتر  500کشت  مایع برداشته  و سپس در مرحله اول 
 =SDS , Proteinase K= 10%( محلول بافر لیز کننده با ترکیب

250 ug/ml  ,Tris-Hcl=50 Mm ( و در مرحله  اضافه شدبه آن
در لوط گردید. مخ ثانیه 10 به مدتمیکرو لیتر پروتئاز  10 ،دوم

داده درجه قرار 65دقیقه در هیتربلاك  20مرحله سوم به مدت 
 هم حجم محلول داخل لوله  ،و بعد از خارج نمودن شد

دقیقه  30(بعد از گردیدمحلول فنل کلروفرم بر روي آن اضافه 
مایع روئی را در لوله جدید منتقل نموده و هم حجم مایع مایع 

دقیقه در  10 سپس ون اضافه وپروپانل به آداخل لوله ایز

و بعد از فریزر خارج  درجه سانتیگراد قرارداده شد – 20فریزر
 ،پس از سانتریفوژ نمودن مایع روئی را دور ریخته و نموده

ته لوله  در DNAچون همیشه ایزوپروپانل باعث ته نشین شدن 
د شو میکه دور ریخته  است   DNA  مایع روئی فاقدو  دشو می

 در لوله حاويدرصد  70میکرولیتر الکل  1000ن و بعد از آ

DNA لوله، نمودن  وارونه  بار  10بعد از   و قارچ ریخته شد
لوله . در مرحله آخر مایع روئی گردید لوله انجام سانتریفوژ

درجه قرار داده شد و  65و لوله آزمایش را در هیتربلاك  دکانته
 .گردیده آب مقطر به آن اضافلیتر میکرو 100بعد از آن 

  :کوسیتیوس و پا رازوفلالوس ژیپرایمرهاي ویژه آسپر
 وسوفلاآسپرژیلوس استفاده شده براي  پرایمر اختصاصی 

AFLA-F و  AFLA-R کوسیتیپا راز و آسپرژیلوس APA1 و 
APA2  14( است آمده 1جدول  در.(  

  
  مشخصات پرایمرهاي مورد استفاده در این مطالعه ـ1جدول 

  
  نام پرایمر  توالی پرایمر  ااندازه پرایمره

bp413  5’-GGT GGT GAA GAA GTC TAT CTA AGG-3’  AFLA-F  

bp413  5’-AAG GCA TAA AGG GTG TGG AG -3 AFLA-R 

bp343 5’-GGA TTC GTG AGT GTC TTT AGG G -3’ APA1 

bp343  5’-GGT AAA TGC TCC GCA CAG TC -3’  APA2  

  
استخراجی  DNAیتر (میکرول 5هر واکنش شامل  :PCRواکنش 

 10x PCR  Buffer ،0.5 µlمیکرولیتر از 5/2)، یا سوش نمونهاز 

(0.2 µm)  0.5میکرولیتر پرایمر جلویی و µl (0.2 µm) 
  ،MgCl2(50mM)میکرولیتر از  75/0عقبی، میکرولیتر پرایمر 

 Taq از آنزیم میکرولیتر dNTP10mM ،3/0میکرولیتر از  5/0

DNA polymerase 5u/µl، 15  میکرو لیتر آب دو بار تقطیر
 برنامه دمادهیباشد.  میکرو لیتر می 25در حجم نهایی  استریل 

 30گراد  درجه سانتی 94به صورت دناتوراسیون اولیه در دماي 
درجه سانتی گراد،  66 ثانیه 30 (Anneal) ، دماي چسبیدنثانیه

 ،درجه سانتی گراد 72در دماي ) (Extend مرحله پلیمریزاسیون

پلیمرایزاسیون  باشد سیکل می 35ها  و تعداد سیکل ثانیه 30
از   ). 12(بود درجه سانتی گراد 94دقیقه در  5نهایی به مدت 

 Monoplex  يها سازي آزمایشت بهینهجهنمایه حرارتی این 

PCR  تشخیصی آسپرژیلوس پارازیتیکوس و فلاووس  و
  استفاده گردید.  D- PCRهمچنین تست 

% حاوي سایبر گرین (سینا  5/1ش در ژل آگارز محصول واکن
الکتروفورز  TBE 0/5 x) در بافر  Cat.No.: MR7730Cژن

با استفاده از ،   PCRسازي محصول بعد از خالصگردید. 
 ، وکتور و ) cat:K1214( فرمنتاس  T/A cloningکیت

pTZ57/RT .کلون گردید  
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 DNAهاي مختلف  ، رقتآزمایشبه منظور بررسی حساسیت 
تا یک کپی  ) 10 - 1(غلظت DNAلیون کپی یقارچ از یک م

DNA  این تست به منظور سنجش  ) تهیه گردید10 - 6(غلظت
ست که این پرایمرها تا ا حساسیت پرایمرها بوده و بیانگر این

  .باشدقادر به شناسایی میرا چه رقتی از قارچ
هاي  میکرو ارگانیسمDNA به منظور بررسی ویژگی آزمایش، 

اي از  گونه، رمنسوکریپتوکوکوس نئوفلف از جمله مخت
 ،اشرشیاکلی کاندیدیا آلبیکنس، سولانی، فوزاریوم فوزاریوم،

قارچ  DNAبه همراه انسانی  B ،DNAویروس هپاتیت 
ایمرهاي اختصاصی قارچ را در و پر فلاووسآسپرژیلوس 

تست  .شدانجام  PCRهاي مختلف قرار داده و تست  لوله
نیز جداگانه انجام  پارازیتیکوس آسپرژیلوسرچ ویژگی براي قا

   .گرفت
  DNAتهیه نمونه از  علوفه براي استخراج 

کلینیک دامهاي بزرگ دانشکده دامپزشکی نمونه علوفه از  50
گرم از  1/0 .بطور تصادفی تهیه گردید واحد علوم و تحقیقات

سپس در لوله آزمایش قرار . ترازو وزن شدبا هر نمونه علوفه 
 سپس لوله حاوي نمونه  ،ه و در روي لوله آب مقطر ریختهداد

حرکت قرار دقیقه لوله در رك بی 20 مخلوط گردید. پس از آن،
 .دوداده شد تا عمل ته نشینی در لوله حاوي نمونه انجام ش

ي جدید انتقال داده و ها لولهرا در ها لولهسپس آب روي 
سانتریفوژ  1000دقیقه  و با دور  10ي جدید به مدت ها لوله

 100گردید. بعد از سانتریفوژ مایع رویی دکانته شده و سپس 
براي  پس از مخلوط نمودنمیکرولیتر آب مقطر در لوله ریخته 

روش کلروفرم  از مخلوط بهمیکرولیتر  DNA  100استخراج 
   مورد بررسی قرار گرفت. DNAاستخراج جهت 

آب دو بار میکرولیتر  Duplex PCR  ،14جهت انجام آزمایش 
 پرایمر 4میکرولیتر از هر  5/0تقطیر استریل دیونیزه، 

 10xمیکرولیتر از بافر 5/2 ،)فلاووس پارازیتیکوس آسپرژیلوس(

PCR   ،75/0 میکرولیتر از MgCl2(50mM)، 5/0  میکرولیتر از
dNTP10mM ،3/0 از آنزیم میکرولیترTaq DNA polymerase 

5u/µl، 5 میکرولیتر از DNA  ها نمونهستخراج شده از ا هاي 
  ).17(مورد استفاده قرار گرفت

در ابتدا  ا:ه نمونهانجام آزمایش مستقیم و کشت بر روي 
به   (SC)رو دکستروز آگار حاوي کلرامفنیکلمحیط کشت سابو

علوفه ي ها نمونهمیلی گرم در لیتر تهیه و سپس  50 میزان
اي در محیط مذکور کشت نموده و در  بصورت نشاکاري یا نقطه

هاي کپکی به منظور شناسائی از آنها اسلاید  صورت رشد کلنی
  .کالچر انجام گرفت

 
   نتایج

ده با استفاده از پرایمرهاي ویژه ماندازه قطعات بدست آ
 bp فلاووسآسپرژیلوس و  bp 343  پارازیتیکوس آسپرژیلوس

  . )1 نگارهباشند( می 413
  
  
 

  
یلوس ژآسپر bp343هاي   بهینه شده ( آمپلیکون-PCR  Dتست  ـ1 نگاره
یلوس ژدر تشخیص آسپر) فلاووس یلوسژآسپر bp 413و کوسیپارازیت
 ،100bp DNA Ladderسایز مارکر فرمنتاس  :M. کوس وفلاووسیپارازیت

آسپرژیلوس  bp343 قطعه تکثیر شده  استاندارد.: کنترل مثبت 1چاهک 
  استاندارد : کنترل منفی2چاهک  فلاووس،پرژیلوس آس bp 413و پارازییتکوس
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 آسپرژیلوسبا پرایمرهاي اختصاصی  PCR - D حساسیت تست
کپی از  100قادر به تشخیص حداقل  فلاووس و پارازیتیکوس

DNA  فلاووس و پارازیتیکوس آسپرژیلوسمربوط به هر قارچ  
 ).2نگاره (بود
  
  

    
  

 100bpسایز مارکر فرمنتاس : M ،نتایج بررسی حساسیت تستـ 2 نگاره

DNA Ladder، C+ کنترل مثبت :  
 آسپرژیلوس DNAنسخه از  1000000معادل  10 -1: رقت1چاهک 

معادل  10 -2: رقت  2چاهک پارازیتیکوس، سپرژیلوس فلاووس، آ
، آسپرژیلوس فلاووس آسپرژیلوس DNAاز  نسخه 100000
 DNA از نسخه 10000معادل  10 - 3رقت: 3چاهک  پارازیتیکوس،

 10 - 4: رقت 4 پارازیتیکوس، چاهکآسپرژیلوس فلاووس، آسپرژیلوس 
آسپرژیلوس فلاووس، آسپرژیلوس  DNAنسخه از  1000معادل 

 DNAنسخه از  100معادل  10 -5: رقت  5 چاهک پارازیتیکوس،
 - 6: رقت  6 آسپرژیلوس فلاووس ، آسپرژیلوس پارازیتیکوس، چاهک

رژیلوس فلاووس، آسپرژیلوس آسپ DNAنسخه از  10معادل  10
 DNAنسخه از  1معادل  10 -7رقت : 7چاهک  پارازیتیکوس،

  : کنترل منفی -C آسپرژیلوس فلاووس، آسپرژیلوس پارازیتیکوس،
  

  
، لاین 1Kb DNA Ladderسایز مارکر فرمنتاس  : M ،تست ویژگیـ 3 نگاره

1 :DNA  8الی 2لاین فلاووس و پارازیتیکوس،آسپرژیلوس  :DNA هاي
  Cryptococcus neoformance   ،Fusarium spp  ،solaniمربوط به،

Fusarium  Candidia albicance، )(E.Coli Escherichia Coli،(HBV) 

Hepatitis Bvirus   ، Human کنترل منفی9لاین :  
DNA به، مربوط هايCryptococcus neoformance  ، Fusarium spp ، 

solani  Fusarium Candidia albicance،(E.Coli) Escherichia Coli،HBV)  (
Hepatitis Bvirus  ،  Human  

  
نمونه  11نمونه علوفه،  50بر روي  ،Duplex PCRدر  آزمایش 

 فلاووس لوسژیآسپرمثبت و داراي  Duplex PCRآزمایش 
مثبت و حاوي   Duplex PCRنمونه از نظر آزمایش  2 .بودند

نمونه  37و  پارازیتیکوس فلاووس و آسپرژیلوسهر دو نوع 
  ). 4(نگاره  منفی بودند

  

    
کنترل  -C ،هعلوفي ها نمونهبر روي  Duplex PCRنتایج تست ـ 4نگاره 

کنترل  +vivantis 100bp DNA Ladder، C): سایز مارکر ( M منفی،
: نمونه مثبت از آسپرژیلوس 2: نمونه منفی ، چاهک 1مثبت، چاهک

  : نمونه منفی3چاهک  تیکوس،پارازیو آسپرژیلوس  فلاووس
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روش آزمایش در  دوتوافق نتایج فراوانی و درصد فراوانی ـ 2جدول 

  ي علوفهها نمونه
از انجام آزمایشات فوق توسط آزمون نتایج بدست آمده 

Mac Nemar  بین نتیجه مستقیم و کشت از یک سو و نتیجه
Duplex PCR   توافق بین دو تست می باشد  از سوي دیگر

)P=0.824.(  
 

  بحث
ند که بسیار باش می ها قارچهاي ثانویه  ها متابولیت مایکوتوکسین

شده،  سمی هستند. این سموم باعث آلودگی انسان وحیوانات
بعد از ایجاد علائم مختلف باعث مرگ انسان و حیوانات 

هایی هستند  ها از جمله مایکوتوکسین فلاتوکسینآد. باش می
آسپرژیلوس و فلاووس توسط دو قارچ آسپرژیلوس  که

 ها، مسمومیت با مایکوتوکسین .ندشو میایجاد  پارازیتیکوس
ها و  کپک .)13(دشوس نامیده میزیمایکوتوکسیکو

نشخوارکنندگان و روي بر ها اثرات زیادي  ایکوتوکسینم
. چون شوندگذاشته و باعث کاهش اشتها میگاو بخصوص 

-  از مواد مغذي خوراك براي رشد خودشان استفاده می ها قارچ
ها ممکن  دهند. کپک کنند، ارزش غذایی خوراك را کاهش می

ه و قابلیت جذب شکمب کرده هاي شکمبه را مهار بواست میکر
توانند باعث بروز مشکلات   ها می مایکوتوکسین را کاهش دهند.

خصوصا در گاوهاي شیري که تحت  ،هورمونی و ایمنی شوند
هاي متناوب، زبر   توانند باعث اسهال می همچنینتنش هستند. 

جنین زودرس  هاي عمومی و سقطشدن موهاي بدن، ناراحتی
یابد.  بروز میشوند که به صورت چرخه نامنظم فحلی در گاو 

ها به جاي مشکلات   متاسفانه در اغلب اوقات مایکوتوکسین
شوند چهار نوع مختلف  حاد باعث مشکلات مزمن می

(که قویترین و  G1،G2،B1،B2هاي  نامه افلاتوکسین ب
محصولات دامی  است) در خوراك و B1متداولترین آنها 
و  		شده  زهاین سم در بدن توسط کبد متابولی .شناخته شده است

هاي دیگر شده و از طریق تولیدات دامی  توکسینتبدیل به مایکو
نچه گاو شیري از چنا د.شو میبه مصرف کنندگان آن منتقل 

هاي موجود  تغذیه نماید، آنزیم		Bفلاتوکسین خوراك آلوده به آ
تبدیل کرده که در شیر و ادرار  		Mفلاتوکسن در کبد آنرا به آ

هاي  بترتیب از آفلاتوکسین		M2 و M1آفلاتوکسین  د.شو میدفع 
B1 و B2  آفلاتوکسین  ند.شو میحاصلB1  از عوامل

 ).10و  11سرطانزاي انسانی است ( موتاژنیک و ،تراتوژنیک
سپرژیلوس بیشتر در رابطه با خسارات آهاي  اهمیت گونه

اقتصادي و بهداشتی در زندگی مردم است. در حال حاضر 
مشاهده مستقیم، آزمایشات هاي تشخیصی رایج شامل  تکنیک

سرولوژي با استفاده از آنتی ژن گالاکتومانن و کشت ترشحات 
بیمار است. با توجه به وجود درصدهاي متفاوت تشخیص 
قارچ در ترشحات بیماران در مقالات مختلف و همچنین انتظار 

مولکولی  هايروشتر و به موقع بیماري توسط تشخیص دقیق
یج، این تحقیق پایه ریزي گردید تا ي کلاسیک راها روشنسبت 

ي سنتی و مولکولی در انتخاب صحیح ها روشبا مقایسه 
ي تشخیصی گام موثري برداشته شود. از طرفی ها روش

تشخیص سریع آلودگی در علوفه و مواد غذایی نیز در 
سازي مواد غذایی نیز اهمیت فراوانی دارد که در این  سالم

بهداشتی نیز مد نظر قرار مطالعه سعی شده است این جنبه 
  .)16(گیرد

و کشت و آزمایش  PCR Duplexدر این بررسی که با روش 
نمونه با دو  15ي علوفه انجام گرفت ها نمونهمستقیم بر روي 

با روش مولکولی مثبت شدند  نمونه  13روش سنتی مثبت و 
ي سنتی با روش مولکولی ها روشکه تفاوت چندانی بین انجام 

ي ها روشهی وجود نداشت ولیکن در انجام از نظر جوابد

  کشت و آزمایش مستقیم 
  مثبت منفی 

Duplex PCR فراوانی درصد فراوانی درصد جمع 

 مثبت 4 8 9 18 13

 منفی 11 22 26 52 37

 جمع 15 30 35 70 50
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سنتی مشکلاتی از جمله طول زمان بیشتر، کارشناس با تجربه 
زیاد از نظر تشخیص بصري، محیط مناسب براي رشد قارچ در 

ي ساپروفیت، ها قارچها با دیگر  آلودگی پلیت محیط آزمایشگاه،
  .. مواجه شدیم..و

ان در سال و همکار S .Susever در یک بررسی که توسط
با روش کشت و آزمایش  قارچی نمونه 50بر روي  2011

نمونه مثبت  27 انجام گرفت Multiplex PCR مستقیم و تست
ولیکن باروش د بو Multiplex PCRنمونه منفی با روش  23 و

نمونه منفی  33نمونه مثبت و  17کشت و آزمایش مستقیم 
هاي  شرا بر رو Multiplex PCRبودند. و در نهایت روش 
  ). 18سنتی ترجیح داده شد بود (

نمونه  50بر روي  2014در سال و همکاران پدرام در مطالعه 
و  فلاووسلوس ژیبه منظور تشخیص آسپر) BALلاواژ ریه (

 Duplexنمونه لاواژ ریه که با روش  18از ، پارازیتیکوس

PCR  مثبت  بود فقط یک نمونه از نظر کشت و آزمایش
 18علاوه بر اینکه  Duplex PCRبا روش  و مستقیم مثبت بود

نمونه حاوي هر دو گونه  18نمونه مثبت شد یک نمونه از 
در بررسی ). 16( بود فلاووس و پارازیتیکوس آسپرژیلوس

در  پارازیتیکوس آسپرژیلوسبا روش سنتی گونه ی کنون
  ي علوفه مشخص نشد. ها نمونه

Nguyen Thi Hue  تفاده از با اس 2013و همکارانش در سال
ژن بیوسنتز آفلاتوکسین قادر به تشخیص دو جفت پرایمر 

سپس با استفاده  ،شدند فلاووس و پارازیتیکوس آسپرژیلوس
ي مذکور و با انجام ها قارچ DNAاز پرایمرهاي موجود و 

 ،ي مواد غذاییها نمونهبر روي  Multiplex PCR آزمایش
ذایی قادر به تشخیص هر دو نوع قارچ مذکور در مواد غ

). در بررسی کنونی با استفاده از پرایمرهاي مذکور 15شدند(
 و فلاووس آسپرژیلوسقادر به شناسایی هر دو نوع 

 .انجام گرفتدر علوفه  پارازیتیکوس

 حاکی از این ،ها نمونهنتایج حاصل از این سه روش بر روي 
و  فلاووس آسپرژیلوسست که در تشخیص هر دو نوع ا

، کشت  Duplex PCRروش آزمایشگاهی بین سه  پارازیتیکوس
با استفاده  و آزمایش مستقیم تفاوت چندانی وجود ندارد ولیکن

ي مولکولی در مدت زمان کوتاه و با دقت بالا قادر به ها روشاز 
اي  هاي مختلف در هر نوع نمونه تشخیص میکروارگانیسم

ي مولکولی در تشخیص نیازمند ها روشباشیم. با استفاده از  می
ش حداقل تکنیسین با تجربه بصري نخواهیم بود و با آموز به

را ماهر براي شناخت انواع  او ،یک سال به یک تکنیسین
صحت و دقت  اي خواهیم نمود. ها در هر نمونه میکروارگانیسم

بالاتر بود بعلت ي سنتی ها روشآزمایشات مولکولی نسبت به 
 Duplex با روش پارازیتیکوس آسپرژیلوسدو مورد اینکه 

PCR ي ها روشدر حالیکه با  گردیدمشاهده  در این بررسی
شناسایی  فلاووس آسپرژیلوسکشت و آزمایش مستقیم فقط 

. بنابراین صحت و دقت آزمایشهاي مولکولی نسبت به شد
  .روشهاي سنتی بالاتر است

  
  سپاسگزاريتشکر و 

ي ها نمونهآوري  از آزمایشگاه دامپزشکی شهریار که در جمع
و از موسسه ایرانیان ژن فناور که در  اند همکاري نمودهعلوفه 

  گردد. می انجام آزمایشات مولکولی همکاري نمودند تشکر
 

 فهرست منابع
1- Ainsworth, G.C., Rewell, R.E.(1949): The 

incidence of aspergillosis in captive wild birds. 
J.Comp. Pathol. Therap. 59: 213-24. 

2- Akbari, J.G., Varma, P.K.(2005): Clinical profile 
and surgical outcome for pulmonary 
aspergilloma: A single center experience. 
80:1067-1072. 

 3- Archibald, R.G. (1913):Aspergillosis in the 
Sudan ostrich. J.Comp. Pathol. Therap.26: 171-
73.                  



1751-1758، 1394، 4اي، علمی ـ پژوهشی، سال دوازدهم، زمستان، شماره  پاتوبیولوژي مقایسه  

 1758

 4- Asakura, A., Nakagawa, S.(1906): 
Immunological studies of aspergillosis in birds. 
Mycopathol. Mycol. Appl. 2 (18): 249-56. 

5- Babras, M.A., Radhakrishnan, C.V.(1967): 
Aspergillosis in chicks and a trial of hamycin 
in an outbreak. Hindustan. Antibiotic. Bull .9: 
244-45. 

6- Baker,  A.Z., Courtenay,  D., Wright, 
M.D.(1934): Observations on fungal 
pneumonia in the domestic fowl. Vet .J. 90: 
385-89. 

7- Bodin, E., Gautier. L.(1906): Note sur une 
toxine producte par aspergillus fumigatus. Ann 
.Inst. Pasteur.20: 209-24. 

8- Chute, H.L., Witter, J.F., Rountree, J.L. 
(1955): The pathology of a fungus infection 
associated with a capnizing injury.J.Am .Vet. 
Med.Ass .127: 207-9. 

9- Chute, H.L., Lacombe, E.(1956):The fungus 
flora of chickens with infections of the 
respiratory tract.J.Am.Vet.Res.17: 763-65. 

10- Davis, N.D., Diener, U.L., Agnihotri, 
V.P.(1967):  Production of aflatoxins B1 and 
G1 in chemically defined medium Mycopathol. 
Mycol. Appl. 28;31(3):251–256. 

11- Davis, N.D.(1967): Production of aflatoxins 
B1 and G1 in chemically defined medium. 
Mycopathol. Mycol. Appl. Apr 28:31(3):251–
256. 

12- Dinner, U.L., Cole, R.J., Sanders, 
T.H.(2013): Epidemiology of aflatoxin 
formation by aspergillus flavus. Annu 
.Rev.Phytopathol.Vol.25:249-270. 

13- Shahhosseiny, M.H.( 2010): Polymerase 
chain reaction. 2nd edition. P.20 

14- Jelinek, C.P., Pohland, G. E.(1989): 
Worldwide occurrence of mycotoxins in 
food and feeds, an update. J. Assoc. Off. 
Anal.Chem. 72:223-247. 

15- Nguyen, H.U.(2013):Detection of toxic 
aspergillus species in food by a multiplex PCR. 
4th international conference on biomedical 
engineering in vietnam. IFMBE. Proceedings. 
40: pp. 184–189.  

16- Pedram, N., Bayat , M.,  Shahhosseiny, 
M.H.,  Bokaei, S., Ghahri. M. (2014): 
Multiplex PCR diagnosis of aspergillus 
parasiticus and flavus in respiratory samples in 

tuberculosis-suspicious bronchoalveolar lavage 
(BAL).Biochem. Cell. Arch.Vol. 14:No. 2. 

17- Pinel, C., Fricker. H., Lebeau. B. (2003): 
Detection of circulating aspergillus fumigatus 
galactomannan value and limits of the platelia 
test for diagnosing invasive aspergillosis .J. 
Clin. Microbiol.41:2184-6. 

18- Altschul, S.F. (1990): Basic local alignment 

search tool. J. Mol .Biol.215(3): 403-410. 
19- Susever, S., Yegenoglu, Y.(2011): 

Evaluation of the significance of molecular 
methods in the diagnosis of invasive fungal 
infections comparison with conventional 
methods. Mikrobiyol. Bul.45(2):325-35. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                   

 


