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  چکیده         

یکی از جدیدترین روشهای شناسایی سریع عوامـل بیمـاریزا در آب و مـواد                :زمینه و هدف  
این محیطهـای اختـصاصی دارای ترکیبـاتی     . است  ) رنگ آفرین   (   محیطهای کشت کروموژن      غذایی

اندکه با عنوان سوسبترا برای آنزیمهای مترشحه با میکروارگانیسمها عمل کـرده، بـسته بـه نـوع آنـزیم                    
هدف از این مطالعه مـروری معرفـی محیطهـای کرومـوژن اسـت کـه                . نمایند  رنگ خاصی را تولید می    

  . قدرتمند در شناسایی سریع عوامل باکتریایی و قارچی در نمونه های آب و مواد غذایی اندابزاری
   بـر روی      2008 تـا    1998در این بررسی مطالعات انجام گرفتـه در سـالهای             :روش بررسی 

استفاده از محیطهای کشت کروموژن در شناسـایی سـریع میکروارگانیـسمهای بیمـاریزا درآب و مـواد            
   .بررسی قرار گرفته استغذایی مورد 

مطالعــات انجــام یافتــه در کــشورهای مختلــف تاییــد مــی نمایــد کــه محیطهــای   :یافتــه هــا
کروموژنیک روشی اختصاصی، سریع و حساس بوده وبا استفاده از آنها می توان مهمترین میکروبهـای        

اشرشـیا کلـی ،      بیماریزای قابل انتقال از طریـق آب و مـواد غـذایی نظیـر اسـتافیلوکوکوس اورئـوس ،                  
  .لیستریا منوسیتوژتز و گونه های کاندیدا براحتی  شناسایی نمود سالمونلا ،

محیطهای کروموژن نسبت بـه سـایر روشـهای شناسـایی میکروارگانیـسمها از               :نتیجه گیری 
تواند جایگزینی مناسب برای روشهای سنتی و متـداول           حساسیت و ویژگی بیشتری برخوردار بوده، می      

  .باشد
 ،  محیطهای کـشت کرومـوژن، شناسـایی سـریع ،آب و مـواد غـذایی       :های کلیدی ژهوا 

  میکروارگانیسم
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  مقدمه
ــاریزا در    ــسمهای بیم ــایی میکروارگانی ــازی و شناس جداس
مواد غذایی یکـی از موضـوعات بـسیار مهـم در بهداشـت مـواد              

در حال حاضر شناسـایی و شـمارش میکروبهـا در           . غذایی است 
روشـهای  .گیـرد   با دو روش سنتی و مدرن انجام مـی        مواد غذایی   

رغـم کـم      گیر بـوده و علـی       سنتی روشهایی هستند که غالباً وقت     
. باشـند   ساز می   هزینه بودن همواره برای میکروب شناسان مشکل      

 این خلاء بویژه در مواقعی که اعلام سریع نتایج از نظـر پزشـکی       
                      ).1(دد  گـر   و اقتصادی حائز اهمیـت اسـت، بیـشتر احـساس مـی            

اساس این روشها عموماً کشت باکتری در محیطهای مختلـف و           
 قابــل رویــت در یــک محــیط جامــد انتخــابی و  تولیــد کلنیهــای

در مورد . اجرای آزمایشهای بیوشیمیایی در محیطهای مایع است      
برخــی باکتریهــا ماننــد ســالمونلا حتــی مجبــور بــه اسـتـفـــاده از 

سـازی   ، غنـی  Pre enrichment) (سـازی  ش غـنـیمـراحـل پـیـ
 ) Selective plating(و کــشت در محــیط جامــد انتخــابی   

خوشبختانه با کشف روشـهای سـریع تشخیـصی، ایـن           . باشیم  می
ایـن روشـها دارای     .  است  مشکلات تا حد زیادی مرتفع گردیده     

با کمـک آنهـا در زمـان بـسیار           سرعت و دقت بسیار بالا ست و      
از ). 2(گـردد    مـورد نظـر شناسـایی مـی         کروارگانیـسم کمتری می 

تکنیکهــای جدیــدی کــه در ســالیان اخیــر در ایــن زمینــه مــورد  
تـوان بـه روشـهای ژنتیکـی، فیزیکـی،            اند می   استفاده قرار گرفته  

 Hill). 1جـدول شـماره     (شیمیایی و ایمونولوژیکی اشـاره نمـود      
 مجهـز   معتقد است هر یک از این روشها نیازمند آزمایشگاههای        

های نسبتاً بـالایی را در بـر          هزینه باشد و   و کارشناسان مجرب می   
ضـعف خاصـی اسـت، بـا         دارد و هر یک دارای محاسن و نقاط       

ــایی همچــون    ــن اســتفاده از تکینیکه  ELISA و PCRوجــود ای
بتدریج جایگاه خـود را در تـشخیص میکروارگانیـسمها بخـوبی            

رت اسـتفاده از     اسـت کـه ضـرو      حقیقت ایـن  ). 3(اند    پیدا نموده 
روشهای شناسایی سریع پاتوژنهای غذایی بیش از پیش احـساس    

استفاده از محیطهای کروموژن نیـز یکـی از روشـهای           . گردد  می
مناسب تشخیص سریع است که در سـالیان اخیـر در کـشورهای             

سنتی جایگزین گردیده اسـت و   پیشرفته جهان به جای روشهای  
  ی در ـاصـصــق و اخـیـس، دقای حساـهـطـیـحـفاده از این مـاست

  
  

  
  

  
  

شناسایی عوامل بیماریزا نقطه عطفی در میکروب شناسـی         
   ).4(آید  تحلیلی محسوب شده، ابزاری قدرتمند به حساب می

اولیـن  آگـار را بـرای   اگرچه استفاده از محیطـهای کـروم    
در انــستیتو  )A. Rambach ( دکتــر رامبــاخ 1979بــار در ســال 
ه معرفی کـرد و آنچـه از تاریخچـه بهـره گیـری از               پاستور فرانس 

محیطهای کروموژن در شناسـایی باکتریهـای بیمـاریزا در آب و      
 به ایشان و همکـارانش  "مواد غذایی در دسترس می باشد عمدتا   

 1991معطوف می گردد، این محیطهـا بـه طـور رسـمی از سـال                
 در دهه اخیر تحقیقـات زیـادی در       ). 5(تولید و عرضه گردیدند     

ارتباط با شناسایی سـریع میکروارگانیـسمهای بیمـاریزا درآب و           
مواد غذایی با استفاده از محیطهای رنگ آفرین صـورت گرفتـه            

اساس این روش   ). 11-6( و مقالات زیادی به چاپ رسیده است      
ای برای آنزیمهای اختصاصی میکروارگانیسمها       ایجاد مادۀ زمینه  

ــد شــده براح   ــای رنــگ تولی ــر مبن ــوده و ب ــیب ــی م ــوع  ت ــوان ن ت
در واقـع بـسیاری از مـواد        ). 7( را شناسایی نمود      میکروارگانیسم

پــس از واکــنش بــا آنزیمهــای میکروبــی یــا دیگــر اجــزاء آنهــا  
کنند و از ایـن خاصـیت         محصولات رنگی یا فلورسنت تولید می     

سوبستراهای مورد استفاده بـرای     . شود  برای شناسایی استفاده می   
 ــ ــدول و  محیطهــای کروموژنیــک عم ــل و این ــشتقات فن دتاً از م

ــشتقات   ــستراهای محیطهـــای فلورســـنت از مـ بـــسیاری از سوبـ
  . کومارین هستند

ــد    ــادی گالاکتورونی ــا بت ــد ی ــا دی گلوکورونی مــشتقات بت
های ـوژنـریع پات ـایی س ـناسـای در کیتها برای ش        استفادۀ گسترده 
زیه ـایــن ترکیبــات بــا آنزیمهــای میکروبــی تجــ. غــذایی دارنــد

نده آنها متابولیزه شده، از متابولیسم آنها محصولات رنگـی          نـک
سوبـستراهای  ). 6(گـردد   و یا محصولات فلورسـنت تولیـد مـی        

گ ـایندوکــسیلی بعــد از هیــدرولیز بــا آنزیمهــای باکتریــال رنــ
اوی ـای ح ـ ـوله ــکـمل. دـنن ــجاد می ک  ـ روشن ای  indigoلی  ـیـن

   وEsculinن ـیـل اسکولـثـلزات مـده فـنــنـه کـترکیبات شلات
 8-Hydroxyquinoline نیـــز کـــاربرد زیـــادی در محیطهـــای 

محیطهای کرومـوژن دارای محاسـن زیـادی        . کروموژن دارند   
 بـالا،    توان به سرعت زیاد، حـساسیت       هستند که از آن جمله می     

  دی در ـیایی بعـیمـتهای بیوشـیاز به تسـدم نـاختصاصی بودن، ع
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  اره نمود و تحقیقات انجام یافته درتشخیص میکروارگانیسم اش

 تا کنون موارد فوق را ثابـت نمـوده          1990سراسر جهان از سال     
  .است 

در این مطالعه مروری مطالعات انجـام گرفتـه در سـالهای             
 بر روی استفاده از محیطهای کـشت کرومـوژن          2008 تا   1998
شناسایی سریع میکروارگانیـسمهای بیمـاریزا درآب و مـواد        در

. در نقاط مختلف جهان مورد بررسی قرار گرفتـه اسـت          غذایی  
مبنــای انتخــاب مطالعــات توانمنــدی محیطهــای کرومــوژن در  
شناسایی میکروارگانیسمها و نقاط ضعف و قوت این روش در          

  .مقایسه با روشهای متداول بوده است
شناسایی عوامل بیمـاریزا در نمونـه هـای آب و مـواد             

  غذایی بوسیله محیطهای کروموژن 
) رنــــگ آفــــرین( بــــا اســــتفاده از محیطهــــای کرومــــوژن 

  :میکروارگانیسمهای بیماریزای زیر قابل شناسایی هستند
 )E.coli(فرمها و اشرشیاکلی کلی -1

 شـاخص میکروبـی آلـودگی       E.coliفرمها و بـویژه       کلی   
گـردد و وجـود آنهــا در آب    آب و مـواد غـذایی محـسوب مـی    

ایـن مـواد بـه سـایر        آشامیدنی و مـواد غـذایی نـشانگر آلـودگی           
ای اســت ، بنــابراین جداسـازی و شــمارش ایــن   پاتوژنهـای روده 

باکتری در تعیین سطح بهداشت مواد غذایی بسیار حائز اهمیـت           
  ).12(است

فرمهـا تولیـد اسـید و گـاز از لاکتـوز              برای شناسایی کلـی   
دهد، اما گاهی بعـضی از        اساس بسیاری از روشها را تشکیل می      

 بــه دلیــل از دســت دادن E.coli بــویژه فرمهــای مــدفوعی کلــی
گـاز   (Forment hydrogenase ) آنـزیم فرمنـت هیـدروژناز   

تولید نمی کنند و همین امرموجب تعـاریف آنزیمـی جدیـدی            
 دی  -گردید که از آن جملـه میتـوان بـه وجـود آنزیمهـای بتـا               

 96 دی گلوکورونیـداز در      –گالاکتوزیداز در کلی فرمها و بتا       
قابل ذکـر اسـت     .  اشاره نمود  E.coliیه های    درصد از سو   94 –

که سایر گونه های اشرشیاکلی این آنزیم را تولیـد نمـی کننـد              
گیـری میـزان فعالیـت ایـن آنزیمهـا از مـواد               برای انـدازه  . )13(

برای مثال بـا اسـتفاده از مـاده         . کروموژن استفاده گردیده است   
  یدگلوکورون دی -ایندول بتا-3 کلرو -4برومو -5کروموژن 

  
  
  

  
  

هـای    دی گلوکورونیـداز را در سـویه      -توان فعالیت آنزیم بتا     می
همچنـین مـاده کرومـوژن       . مختلف اشرشیاکلی انـداره گرفـت       

کتوپیرانوزیـد بـرای      گالا-دی- بتا -ایندول-3کلرو  -6برومو  -5
اده ـتفـورد اس ـداز م ـوزیـکت  گالا-دی-زیم بتا ـود آن ـن وج ـییـتع
ــ ـــرفـرار گـق ــتـت ـــب. ه اس ـــراس ـــعـن تـاس ای ـــف جـاری د ـدی
و و ـجـتـی بـرای جـس   ـون ــوناگـجارتی گ ـت ت ـای کش ـهـیطـمح
اده از مـواد    ـتف ــا اس ـ ب ـ E.coliژه  ـا بوی ـهـرمـف  یـلـی ک ـایـاسـنـش
ان ـکـــده اســت کــه امـردیـــداع گـوژن ابـــرومـــای ک هـنـــیـزم
ا را در   ـهـمـسـ ـیــانــروارگــکـــن م ــ ـان ای ـزم ـــمــف ه ــشـک

توان   ال می ـثـرای م ـب. دـایـمـن  م می ـراهـی ف ـذایـواد غ ــ م آب و 
  ،)LMX broth edia(ســکـــای-ام-ای الـهــطــــیــحــه مــب

  تـــالــوکـــرومـــک، (Ready cult media) تـــالـــک ردی
Chromo cult media)  دی آی ط کلـی ـی ــ،و مح)مرک آلمان 

Coli ID media) 15 ,14(ه نمــوداشــار) بیومریــو فرانــسه .(
 یک عامل بیماریزای مهـم قابـل        O157:H7اشریشیاکلی سویه   

توانـد باعـث اسـهال، کولیـت          انتقال از طریـق غـذا سـت و مـی          
 گـردد و    )HUS(خونریزی دهنده و سـندرم اورمـی همولتیـک        

اپیدمیهای زیادی در اثـر مـصرف مـواد غـذایی آلـوده بـه ایـن                 
  ).16( باکتری رخ داده است

های مشکوک به     نتی برای کشت نمونه   محیطهای کشت س  
آگار اسـت کـه ویژگـی ضـعیفی            مکانکی سوربیتول  E.coliاین  

همچنـین در   .  داشته و دارای موارد فراوان  مثبـت کـاذب اسـت           
صورت انکوباسـیون بـیش از حـد بـه دلیـل تغییـر رنـگ کلنـی،           

اخیـراً محیطهـای کـشت      ). 2(براحتی قابل تشخیص نخواهد بـود     
اند که امکان جداسازی این سویه از         اع گردیده انتخابی نوینی ابد  

از مهمتـرین آنهـا محـیط آگـار         . دهند  اشرشیاکلی را افزایش می   
، محــیط آگــار )بــایولرگ امریکــا( Rain bow کمــان رنگــین

و محـیط کـروم   )  بیوسـنت سـوئیس  BCM O157H7(ام سی بی
محـیط اخیـر بـه      . باشـند   مـی ) کروم آگار فرانـسه    (O157آگار  

العاده و حساسیت بالا براحتی امکان شناسـایی          وقدلیل ویژگی ف  
حساسیت کار در این    . این باکتری بیماریزا را فراهم نموده است      

بوده و کلنی به رنگ ارغوانی قابل شناسـایی خواهـد         % 98روش  
  ی یا ـگ آبـط به رنـن محیـهای اشرشیاکلی در ای سایر گونه. بود
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    ).17, 10(بیرنگ خواهد بود

محیطهـای کـشت متـداول و سـنتی بـرای           : ونلا سالم -2
شناسایی سالمونلا به دلیـل اسـتفاده از شـاخص غیـر اختـصاصی              

دارای ویژگـی ضـعیفی انـد کـه         ) SH2(تولید سولفید هیـدروژن   
همچـون سـیتروباکتر و     (باعث ایجاد موارد فراوان مثبت کـاذب        

 دی بر روی محیط آگار سالمونلا آی). 1(گردند می) پروتئوس

Salmonella ID Media (SM-ID) ) کلنیهـای  ) بیومریو فرانـسه
گردنـد،  در حـالی    سالمونلا با رنگ قرمز شناسایی و کشف مـی       

هـای    که کلی فرمها در این محیط به رنگ آبی یا بنفش و گونـه             
 خـصوصیت   ).17(شـوند   پروتئوس به صورت بیرنـگ ظـاهر مـی        

بیوشیمیایی به کار گرفته شده در این محیط کشت عبارت است           
گیری اسید از گلوکورونـات در تلفیـق بـا یـک معـرف                از شکل 

ای کرومـوژن کـه امکـان افتـراق           قرمز خنثی و یک مـادۀ زمینـه       
همچنـین  . آورد ها فـراهم مـی      سالمونلا را از سایر آنتروباکتریاسه    

عناصر انتخابی محیط عبارتند از املاح صفراوی و سبزدرخـشان          
گلیکـول،   ز پـروپیلن کـه ترکیبـی ا   )مرک آلمان( و آگار رامباخ
قرمـز  (رد  کـلات و نـوترال      دزوکـسی    مخمر، سدیم   پتپون، عصارۀ 

محیط کشت کروموژنیک سالمونلا مانند رامبـاخ       . هستند) خنثی
بـه دلیـل قـدرت انتخـابی      (SM – ID)آگار و سالمونلا آی دی 

زیاد، تکنسین آزمایشگاه را از اجـرای آزمایـشها روی کلنیهـای            
یاز می کنـد و بـدین طریـق فرصـت کـافی             ن  غیر واقعی کاملاً بی   

ایـن  . گردد  برای تمرکز روی کلنیهای واقعی سالمونلا فراهم می       
خصوصیت بویژه در زمان شیوع عفونتهای سالمونلایی در مـواد          

محیطهـای مـذکور انتخـابی بـوده و         . غذایی بـسیار اهمیـت دارد     
های سالمونلا را بر مبنای کلنیهای        اجازۀ کشف آسان اکثرا گونه    

عیب اصلی آگـار رامبـاخ ایـن اسـت     . دهد متمایز قرمز رنگ می   
هـای نـادر      که سالمونلا تیفی، سالمونلا پاراتیفی و برخی از سویه        

هـایی از سـالمونلا کـه     عـلاوه بـر آن، سـویه     . کنـد   را کشف نمی  
) نظیر سالمونلا آریزونا  (دی گالاکتوزیداز تولید کنند   -قادرند بتا 

ی بـنفش مایـل بـه آبـی را از           بر روی هر دو محیط کشت کلنیها      
  ).18(دهند میخود نشان 

عفونتهـای ناشـی از    :اورئـوس   اسـتافیلوکوکوس -3
  استافیلوکوکوس اورئوس یکی از شایعترین عفونتهای غذایی 

  
  
  

  
  

در جهــان اســت و از مهمتــرین عوامــل پــاتوژن در زمینــه  
منشاء باکتری . گردد بالینی و عفونتهای بیمارستانی محسوب می   

ــت ـــ، مپوسـ ـــخاطـ ــت انـات و دسـ ـــســ ـــان بـ ت و ـوده اسـ
ن ـه ایـــــی بـــــودگـــــر آلـادی در اثـــــای زیـــــهـــــیـدمـیـاپ
ــیـانـروارگـکـیـم ــــ ـــردیـزارش گـسم گـ ــتــ از ). 19(ده اسـ
رای شناسایی این   ـی ب ـتـنـت س ـشـای ک ـهـطـیـحـرین م ـتـمـهـم

 - Potato Deatrose Agar ) بـاکتری پوتیتودکـستروزآگار  

PDA) ل سـالت آگـار   و مـانیتو ( Manitol Salt Agar- MSA) 
است که بر پایه غلظت بالای نمک و تخمیر مانیتول عمـل مـی              

همچنـین  . کند و دارای موارد مثبت و منفی کاذب فراوان است    
ــر   ــج دیگ ــیط رای ــراه    (Blood Agar)مح ــه هم ــه ب ــت ک  اس

- 5آزمایشهایی نظیر تست کوآگـولاز کـه بایـد حـداقل روی             
 نمونه صورت گیـرد، بـرای تـشخیص         کلنی مشکوک از هر   10

ــه کــار مــی رود   ــاکتری ب محیطهــای کروموژنیــک ). 2(ایــن ب
یک محیط منحصر به فرد با قـدرت   استافیلوکوکوس اورئوس

، )معــادل تــست کوآگــولاز% (95افتراقــی و حــساسیت بــالای 
امکان شناسایی دقیق و بسیار آسان این پاتوژن را فـراهم نمـوده      

وکوس اورئوس بـر روی ایـن محـیط         کلنیهای استافیلوک . است
قــدرت افتراقــی انــد و بــه رنــگ ارغــوانی ظــاهر  % 4/99دارای 

هـای اسـتافیلوکوک بـه رنـگ آبـی یـا        گردند و سایر سـویه      می
  ). 22-20(آیند رنگ در می بی

های ـت ــدر سالهای اخیر تعداد روزافزونی از بیمارسـتانها بـا عفون    
 نـیلیـس یـت ماوم بهـقـوس مـوس اورئـیلوکوکـتافـل از اسـحاص

 Methicillin Resistance S.aureus- MRSA)(ه ــــت بـــدس  
ــوده ــان ب ــل   گریب ــایج غیرقاب ــد و محیطهــای کــشت رایــج نت ان

دهنـد در حـالی    ها را نـشان مـی   ی این سویهـادی از ردیاب  ـمـتـاع
های مقاوم    که محیطهای کروموژنیک تهیه شده برای این سویه       

 24تنها در یک انکوباسیون % 100اسیت با قدرت افتراقی و حس  
هـای    باشـند و سـویه      ساعته قادر به جداسـازی ایـن پـاتوژن مـی          

بیوتیک در این محـیط قـادر بـه رشـد نخواهنـد               حساس به آنتی  
ــود ــال  Diedern).23(بـ ــاران ، در سـ ــیط 2006و همکـ  محـ

ــای    ــویه هــ ــرای تــــشخیص ســ کرومــــوژن جدیــــدی را بــ
  ه ـردند و بـار بـیلین بکاستافیلوکوکوس ارئوس مقاوم به متی س
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  ).24(نتایج مثبتی دست یافتند 
ایــن بــاکتری از عوامــل    :  مونوســتیوژنز لیــستریا -4

خطرناک ایجاد کنندۀ مـسمومیتهای غـذایی اسـت و مقاومـت             
زیادی نسبت به عوامل محیطی نظیر سرما، خشکی و گرما دارد           

دا گردیـده  و از مواد غذایی زیادی حتی مواد لبنی پاستوریزه ج 
کـارایی محیطهـای کـشت سـنتی نظیـر آکـسفورد و             ). 1(است

پالکام برای کشت و جداسازی این پاتوژن غذایی همیشه دچار          
ــت   ــوده اس ــام ب ــشگاه   . ابه ــصان آزمای ــر متخص ــرف دیگ از ط

شناسی مجبور به صرف زمـان زیـادی بـرای کـشت و               میکروب
محـیط  ). 2(تأیید کلنیهای مشکوک در روش سنتی مـی باشـند         

ــستریا ک ــک لی ــĤوری   (Chromoagar)روموژنتی ــک فن ــه کم  ب
مونوسـتیوژنز را در یــک   پیـشرفته،  امکـان جـدا سـازی لیـستریا     

حـساسیت کـار در ایـن       . آورد  مرحله به طور مستقیم فراهم مـی      
ــای   % 100روش  ــده کلنیهــ ــشت شــ ــه کــ ــوده و در نمونــ بــ
شـوند و هالـه       مونوستیوژنز به رنگ آبی خاصی دیده می        لیستریا

ی که حاصل فعالیت فسفولیپیدها ست اطـراف آن را          سفید رنگ 
فــرا گرفتــه اســت و امکــان تــشخیص آن را بــه آســانی فــراهم  

بـدون  (در این محـیط بـه رنـگ آبـی      اینوکوآ لیستریا. سازد می
 بــه صــورت بــی رنــگ مــی  هــای لیــستریا و ســایر گونــه) هالــه
  ).25 ,17(باشند

و ویبریــوکلرا، ویبریــو پــاراهمولیتیکوس   : ویبریــو -5
ویبریو وولنیفیکوس پاتوژنهایی اند که عمدتاً از طریق مـصرف          
آب، سبزیجات و غذاهای دریـایی آلـوده، مـسمومیت غـذایی            

در روش سنتی بـرای جداسـازی و        ). 16(نمایند  شدید ایجاد می  
گـردد کـه عـلاوه         استفاده می  TCBCتشخیص از محیط کشت     

وردار ـبرخ ـنی  ـسبتاً پایی ـ ـ ـت ن ـیـساسـ ـاز ح   ان بـر بـودن،      ـبر زم ـ 
  ویبریواصی ـصـتـوژن اخـرومـط کـیـحـی که مـالـت در حـاس

 (Chromoagar Vibrio) گونـه ویبریـو را از   سه براحتی این 
تعیـین  % 8/98ها جـدا مـی نمایـد و حـساسیت روش              سایر گونه 

در ایــــن محــــیط ویبریــــوکلرا، ویبریــــو . گردیــــده اســــت
نگهای آبـی،  پاراهمولیتیکوس و ویبریولنیفیکوس به ترتیب به ر     

هـای ویبریـو    گردنـد و سـایر گونـه    سبز و ارغوانی مـشاهده مـی     
  ). 26(باشند رنگ می بی
  
  
  

  
  

در بـین مخمرهـای     : هـای مختلـف کاندیـدا       گونه -6
مختلف جنس کاندیدا نقش مهمی در ایجاد عفونتهـای انـسانی           
و فساد مواد غذایی بـر عهـده داشـته  و گزارشـهای زیـادی در                 

). 27( از کاندیـدا آلبیکـنس وجـود دارد        مورد عفونتهای ناشـی   
جداسازی و شناسایی جنس مخمر در آزمایـشگاه چنـدین روز           

انجامد و از حساسیت بالایی نیز برخودار نیست، امـا            به طول می  
آگار کاندیدا علاوه بر قابلیـت شناسـایی مخمرهـا، تـوان              کروم

هـای کاندیـدا را بـه طـور همزمـان و بـا                جداسازی انـواع گونـه    
همچنین ایـن محـیط    . باشد  ده از رنگ ثابت کلنیها دارا می      استفا

بیوتیکهـای ضـد قـارچ     های مقاوم بـه آنتـی       قادر به ردیابی گونه   
اساس کار در این محیطها افزودن سوبستراهای رنـگ زا          . است

قـدرت افتـراق در     .  می باشـد   β-hexosaminidaseبرای آنزیم   
 بـه رنـگ     هـای کاندیـدا آلبیکـنس       بوده و گونه  % 99این روش   

سبز، کاندیدا تروپیکا به رنگ آبی متالیک و کاندیدا کـروزی           
در جـدول شـماره     ). 28(به رنگ صورتی قابل شناسایی هـستند      

ــل     ) 2( ــوژن قاب ــای کروم ــا محیطه ــه ب ــسمهای ک میکروارگانی
  .شناسایی اند نشان داده شده است
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1 Impedance measurement 
1 Flow cyetometer  
1 ATP assay (Bioluminescence) 
1 Determination of microbial metabolism 
1 Immunofluorescence  
1 ELISA 
1 Latex aglutination  
1 Polymerase chain reaction  

1 DNA Hybridation 
  

ف
ردی

  

  ها  تکنیک  نام کلی روش

 روشهای فیزیکی  1

  )تشخیص سلولهای میکروبی یا فعالیت آنها(

 -1 فلوسیتومتری-1کتریکیگیری مقاومت ال اندازه

  تکنیک مستقیم میکروسکوپی

  1 تعیین متابولیسم میکروبی- ATP 1سنجش  ی و بیوشیمیاییئروشهای شیما  2

  1تکس  آگلوتیناسیون لا-1یزا  الا- 1ایمونوفلورسنس  )بادی بر پایه آنتی(  روشهای ایمونولوژیکی  3

  DNA 1 هیبریداسیون - PCR 1انواع   روشهای ژنتیکی  4

 و  ،  حساسیت  ، کلنیبر حسب گونه، رنگ های قابل تشخیص توسط محیطهای کروموژن  میکروارگانیسم-2جدول شماره 

 )33،21،20،19،18،17(ویژگی

  گونه  رنگ کلنی  )درصد(حساسیت )درصد(قدرت افتراق

  S.aureus  ارغوانی تا گلی  5/95  4/99

  S.epidermidis  آبی  5/95  4/99

  E.coli O157  ارغوانی  98  99

  E.coli spp  آبی یا بیرنگ  98  99

  Salmonella  قرمز  100  100

  V.cholerae  آبی  99  5/98

  V.vulnificus  سبز  99  5/98

  V.parahaemolyticus  ارغوانی  99  5/98

  L.monocytogenes  آبی با هاله سفید  100  100

  L.innocua  آبی بدون هاله  100  100

  C.albicans  سبز  99  99

  C.tropica  آبی متالیک  99  99

  C.krusei  صورتی مخملی  99  99

 )3و2(ر مواد غذایی روشهای جدید تشخیص و جداسازی میکروبهای بیماریزا د-1جدول شماره

 باشدهای فوق اختصاصی میمحیط کروموژن هر یک از میکروارگانیسم:تذکر
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  بحث
ــرای شناســایی عوامــل   روشــ های ســنتی مــورد اســتفاده ب

بیماریزا عموماً بر اساس کشت باکتری در محیطهای مختلف و          
تولید کلنیهـای قابـل رؤیـت در یـک محـیط جامـد انتخـابی و                 
ــتوار     ــایع اس ــای م ــیمیایی در محیطه ــشهای بیوش ــرای آزمای اج

در سـالهای اخیـر     . این روشها بسیار وقت گیر می باشند      . هستند
تهای بیوتکنولوژی باعث تغییـر روشـهای آزمـایش مـواد           پیشرف

تـر،    غذایی گردیده است و امروزه از روشهایی کـه اختـصاصی          
باشـند، اسـتفاده      سریعتر و غالباً حساستر از روشـهای سـنتی مـی          

یکی از روشهای جدید که در دهـۀ اخیـر بـرای            ). 29(گردد  می
اد شناســایی ســریع میکروارگانیــسمهای بیمــاریزا در مــورد مــو 

ــتفاده از محیطهـــای رنـــگ   غـــذایی مطـــرح اســـت روش اسـ
این روش در مقایسه با سایر روشها از        . است  ) کروموژن(آفرین

ــساسی  ـــح ــارایی بالات ــی و ک ــوردار اســت ـت ، ویژگ . ری برخ
Rahbar بـــرای 2008 در ســـال  در ایـــران ارانـکــــمـ و ه  

ی سیلین  ـه مت ـاوم ب ـوس مق ـرئاوس  ـوکـلوکـتافیـص اس ـیـخـتش
) MRSA(ل ـامـی شـاهـگـشـایـط آزمـیـحـهار روش و مـ از چ  

Oxacillin screen agar,E-Test,Manitol Salt Agar plus 
 اسـتفاده نمودنـد   CHROM Agar MRSAو محیط کروموژن 

ــشان داد محــیط کرومــوژن مــورد اســتفاده در    ــایج آن ن کــه نت
 مقایسه با سایر روشها از حساسیت و ویژگی بالاتری برخوردار         

تعیین  % 100بوده اند ، بطوریکه حساسیت و ویژگی این روش          
نتایج ایـن مطالعـه بـا سـایر مطالعـات انجـام شـده              ). 29(گردید  

  ).22 , 30 ,31 .(همخوانی دارد 
ــدیهی اســت کــه ایــن روش ماننــد ســایر تکنیکهــا دارای     ب

از مهمترین معایب آنها می تـوان بـه  اختـصاصی            . معایبی است 
ــودن محــیط مــورد   ــب ـــاست ــ ه ـفاده، هزین ــر ب ـــب ری ـودن و کارب

ط ـی ــحـال م ـث ــرای م ـب ـ.اره کـرد    ـها اش ـ ـطـیـن مح ـفاوت ای ـمت
ل ـدنی قاب ــ فقـط بـرای آب آشامی ـ  (Ready calt)تـال ــک ردی
های غذایی استفاده     توان از آن برای نمونه      ت و نمی  ـفاده اس ـاست

ش های باکتری با ایـن رو       گاهی اوقات نیز تشخیص گونه    . نمود
س بـا   ـنـجـستریدیوم پرفرین ـامکان پذیر نیست مثلاً در مورد کل      

ــش  ــن م ـــکـای ــیـل مواج ـــگ ه م ـــردی ـــرا اکـم، زی راً در آب ـث
  آلـودگی

  
  

  
  

ود دارد و ـتری وج ــتلف ایـن باک ـ   ـهای مخ   هـونـگآلـودگی  
تولیـد  رنگهای قرمز زیـادی     کروموژن، پس از کشت در محیط    

ونـه بـاکتری وجـود      گردد به طوری که امکـان تـشخیص گ          می
ندارد زیرا همۀ کلنیهای قرمـز رنـگ کـستریدیوم پرفـرینجنس            

از ســوی دیگــر چــون در ایــن محــیط از آمونیــوم      . نیــستند
گردد بوی بد آمونیاک ناراحت کننده        هیدروکسید استفاده می  

است و گاهی نیـز خـود آمونیـاک باعـث از بـین رفـتن کلنیهـا                  
هـای   ای تفریق گونـه این مشکل باعث گردید که بر     . . گردد  می

باکتری به دنبال یک محیط جدیـد و اختـصاصی کـروم آگـار              
باشـند و محـیط جدیـدی بـرای تفریـق             برای تشخیص بـاکتری     

هــای مختلــف کــستریدیوم پرفــرینجنس تولیــد گردیــده  گونــه
 که قابلیت تولیـد رنگهـای مختلـف را          )C.P.chromagar(است

همچنـین  ). 4(ارددارا ست و تحقیقات بیشتر بر روی آن ادامه د         
 PCR , ELISAدر مقایسه بـا سـایر روشـهای شناسـایی ماننـد      

هزینه بر است و برای هر یک از نمونه های مورد آزمایش نیـاز              
در حالی که با یک کیت      . به محیط کشت اختصاصی می باشد     

PCR نمونه آزمایش کرد70 می توان بر روی .  
یی سریع  شناسا یکی از کاربردهای بسیار مفید این محیطها      

فاده از ایـــن تکنیـــک در ـتــــد و اسـاشــــب آلـــودگی آب مـــی
  آب قـریـال از طـقـتـل انـابـای قـهـاریـمـیـری از بـیــگـشــیـپ
 (Water – Borne Diseases)   طبـق  .  بسیار حـائز اهمیـت اسـت

 میلیون نفر در 1/2 سالیانه (WHO)نظر سازمان جهانی بهداشت 
وده جان خود را از دست      سراسر جهان از طریق مصرف آب آل      

ایـن موضـوع بـویژه در بحرانهـا و شـرایط نظـامی  از                . دهند  می
اهمیــت بــسیار بــالایی برخــوردار اســت ، زیــرا در ایــن شــرایط 
بایستی سریعاً و در کوتـاهترین زمـان ممکـن نـسبت بـه آلـوده                
ــودن آب مــصرفی اعــلام نظــر کــرد و اســتفاده از    ــا نب ــودن ی ب

در روشـهای   . شا خواهـد بـود    محیطهای کروموژن بـسیار رهگ ـ    
 که شاخص آلـودگی  E.coliسنتی برای تشخیص کلی فرمها و      
شود، بعـلاوه اینکـه چنـدین         آب هستند زمان زیادی صرف می     

گـروه از باکتریهـا هـستند کـه قـادر بـه تولیـد اسـید از لاکتــوز         
کـه شـاید    ...) مانند کلبسیلا، سیتروباکتر، آنتروباکتر و    (باشند  می

  ،بنابراین ما نیاز )27(ال بر آلودگی آب نباشدوجود همه آنها د
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به استفاده از روشهای سریع و اختصاصی داریم تا قادر باشد           
ــصوصاً   ــا و خ ــی فرمه ــد E.coliکل ــایی نمای ــی شناس .  را براحت

بررسی ما نشان داد با توجه بـه اهمیـت ایـن بـاکتری بـه عنـوان                  
 روی  شاخص آلودگی آب و مواد غذایی بیشترین مطالعات بـر         

در ایـن ارتبـاط    .ایـن میکروارگانیـسم صـورت پذیرفتـه اسـت     
Afnor ــه آب را مــورد آزمــایش قــرار  2500 و همکــاران  نمون

دادند که در تمامی موارد نتیجۀ آزمایش رضـایت بخـش بـوده             
  های مختلف اشرشـیاکلی نیـز تـشخیص داده          است و حتی سویه   

بــرای ایــن منظــور از محیطهــای کــشت آبگوشــت ). 17(شــدند
ــتف ــت   و ردی(LMX)لوئوروکال ــتفاده (Ready cult)کال  اس
ــا و      ــی فرمه ــان کل ــد کــه امکــان کــشف ســریع و همزم گردی

 – 4 – برومـو    -5اشرشیاکلی را با استفاده از ترکیب کروموژن        
پیرانوزاید و ترکیب فلوئوروژن      کتو   ایندول بتادی گالا   -3کلرو  

حـد   گلوکوروناید در یک محیط کشت وا      – بتادی   – متیل   -4
 – بتـا    – ایزوپروپیـل    -1همچنین افزودن ماده    . آورند  فراهم می 

ــه ســهولت   (IPTG) تیوگــالا کتوپیرانوزایــد– 1 –دی   کــه ب
نماید باعث تحریک ساخت و افزایش فعالیت         لاکتوز ایجاد می  

% 99 با این روش به طور انحصاری     . گردد  بتا گالا کتوزیداز می   
 Manafi بررسی ای کـه      در. از اشرشیاکلیها قابل شناسایی اند    

 نمونه آلوده بـه سـویه هـای مختلـف           1246و همکاران بر روی     
ــد،   ــام دادن ــیاکلی انج ــویه1240اشرش ــتفاده از  %) 99( س ــا اس ب

محیطهای کروموژن شناسـایی شـدند و فقـط تعـداد انـدکی از               
هـایی از سـراتیا، هافنیـا،         باکتریهای غیر کلی فرمی ماننـد سـویه       

وی معتقـد   . ش مثبت کـاذب داشـتند     ئروموناس واکن اویبریو و   
است استفاده از این محیطها در مقایسه بـا روشـهای اسـتاندارد،             

 ســـاعت کلـــی فرمهـــا و اشرشـــیاکلی را کـــشف 24در طـــی 
 ) 2007(و همکاران در مطالعه خود Banadonna ).15(کند می

نشان دادند که این محیطهـا نـسبت بـه سـایر روشـها و تـستهای                 
 در نمونه های    E.coliری در تشخیص    تأییدی از حساسیت بیشت   

 و همکاران نیز بـا اسـتفاده از         Pitkanen ). 32(آب برخوردارند 
محیطهای کروموژن در شناسایی کلی فرمهـا در آبهـای آلـوده            

  تایید توانایی شناسایی وجود باکتری را با این روش E.coliبه 
  ی و همکاران در ایتا لیا از این روش براStampi ). 33(نمودند 

  
  
  

  
  

 در فراورده های گوشتی گـاو       E.coliO157:H7شناسایی  
 و همکــاران نیــز بــرای   Gonzalezو  ) 34(اســتفاده نمودنــد  

 از (Ready-to Eat)شناسایی آلودگی غذاهای آمـاده مـصرف   
استفاده  ) .35(محیطهای کروموژن اختصاصی استفاده کرده اند     

 –ت بتـا  از محیطهای کرموژن و فلوئوروژن بـرای کـشف فعالی ـ         
ــالا ــویه     دی گ ــراق س ــور افت ــه منظ ــدز ب ــف   کتوزی ــای مختل ه

ای را بـه خـود معطـوف کـرده            آنتروکوکها توجه قابل ملاحظه   
 – دی   - بتـا  - متیـل فریـل    -4ای نظیـر      تا کنون مواد زمینه   . است

)  1995Diofo( گلوکوزایـد   گلوکوزاید و ایندوکسیل بتـادی 
رح داده شـده     گلوکوزیداز ش ـ   برای کشف فعالیت آنزیم بتادی    

ــت آنتروکوکــسی . اســت ــان(محــیط ردی کال ــرک آلم از ) م
 گلوکوزیداز به عنوان معرف وجود آنتروکوکها        واکنش بتادی 

 – اینـدول    -3 کلـرو    -4 برومـو    -5در این واکنش    . برد  بهره می 
گلوکوپیرانوزیـد آزاد و سـریعاً اکـسید شـده،  تبـدیل بـه                 بتادی

ی را در محــیط گــردد کــه رنــگ آبــ برومــوکلرو اینــدیگو مــی
آبگوشــت کروموکالــت و ردی کالــت آنتروکوکــسی ایجــاد  

 ).11،4( نماید می

 نتایج بـه دسـت آمـده از منـافی و همکـاران بـا کـشتهای                 
 نمونه آب آشامیدنی در اتـریش نـشان داد          104خالص بر روی    

هایی که نتایج مثبت به همراه داشتند بـا عنـوان             از سویه % 97که  
هـای    موارد بـا سـویه    % 3اند و در      شناسایی گردیده آنتروکوکها  

هـایی از لوکونوسـتوک،       گونـه (مثبت کاذب مواجـه گردیدنـد     
ــایج ). لاکتوکوکــوس لاکتــیس و ا ئروکوکــوس ایــن روش نت

 ساعت انکوباسـیون ارائـه      24مثبتی را با نمونه های آب پس از         
این محیط انتخابی، سـریع و حـساس اسـت و همچنـین بـه               . داد

  ). 37(باشد و تفسیر آن آسان میکارگیری 
  نتیجه گیری 

نتایج این مطالعۀ مروری بر تحقیقات انجام گرفته در دهـه           
اخیر در نقـاط مختلـف جهـان نـشان مـی دهـد کـه محیطهـای                  
کرومــوژن ابــزاری بــسیار ســودمند بــرای شناســایی ســریع       

ایی انـد و بـا اسـتفاده از     های بیماریزا در آب و مواد غذـپاتوژن
میکروبهای بیماریزای قابل انتقال از طریـق آب و          ترینمهمآنها  
  E.coli, S.aureus,Salmonellaونه هایـرگـظیـن یـذایـغ مواد
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L.monocytogenesوگونه ها Candidaاییـاسـنـ شیـتـراحب  
 )36،33،32،29،28،26،25،20،18،17،15،14،11،4،(گردندمی

ــا ســایر روشــها، روشــی ســریع  ، دقیــق ایــن روش در مقایــسه ب
توانـد جـایگزینی مناسـب بـرای روشـهای            ومطمئن است و مـی    

ســنتی و متــداول  باشــد، زیــرا اســتفاده از ایــن محیطهــا باعــث  
گردیده اسـت کـه نیـاز بـه تهیـه کـشتهای فرعـی و آزمونهـای                   
بیوشیمیایی اضافی برای تشخیص عوامل بیماریزا از میـان بـرود           

ایــن . شــوندو در اســرع وقــت عوامــل بیمــاریزا تــشخیص داده 
 و اضـطراری    )Disasters (موضوع بویژه برای شـرایط بحرانـی        

برای پیشگیری از بروز بیماریهای با منشاء آب و مواد غذایی از            
  .اهمیت بیشتری برخوردار است
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با توجه به محدودیتهای موجـود در شناسـایی سـویه هـای         
 ــ ــی از باکتریه ــف برخ ــه   مختل ــن زمین ــشتر در ای ــات بی ا تحقیق

مطالعـه بـر روی سوشـهای باکتریهـا  و بررسـی             . ضروری است 
 و  PCRهمزمان شناسایی باکتریهای بیماریزا با روشـهایی نظیـر          

کیتهای آشکار ساز میکروبی و مقایسه آنها با روشهای متـداول       
  .از چشم انداز های تحقیقاتی آینده محسوب می گردد

ن نمود  استفاده از محیط های کروموژن    در پایان باید اذعا   
نسبت بـه روشـهای متـداول هزینـه براسـت و از نظـر اقتـصادی                 
توجیهی ندارد،  اما با توجه بـه کـارایی ، حـساسیت و ویژگـی                 
  بالای آن و هزینه کمتر نسبت به سایر روشهای تشخیص سریع،  

 برای شرایط بحرانی و اضطراری توصـیه  ELISAو  PCRنظیر 
   .می گردد
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