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8 منابع و مآخذ


چكيده 

باكتري هاي اين گروه ميله اي شكل- گرام منفي – هوازي داراي آنزيم فنيل آلانين و آميناز هستند. اكثراً داراي زندگي آزاد و غير پاتوژن بوده و در آب- خاك – فاضلاب و بعضاً جزء فلورطبيعي رود مي باشند. پرتئوس مورگاني P. Morgagvill و پروتئوس رتگري در عفونتهاي بيمارستاني مشاهده مي شود. باكتريهاي گروه پروويدا نس اساساً لاكتوز را تخيمير نمي كنند و اگر اين كار را انجام دهند بكندي بسيار خواهد بود. پروتئوس ها معمولاً اوره آزتوليد مي كنند كه اوره را تجزيه نموده و ايجاد آمونياك مي نمايد. طي عفونتهاي اداري توسط پروتئوس ادرار شديداً قليايي مي شود و توليد سنگهاي اداري تسريع مي گردد و اسيدي نمودن آن به سادگي ميسر نيست. پروويدا شيسا ايجاد داوره نمي كند

   پروتئوس ها به وسيله فلاژلهاي پري تريش خود سريعاً متحركند و معمولاً در سطح محيط هاي كشت جامد نيز به نحو خاصي جابجا مي شوند. جابجا و پخش شدن باكتري در محيط جامد به نام Swarming با هجوم خوانده مي شود. براي جلوگيري از اين پديده (كه جدا كردن باكتري ها را تقريباً غير ممكن مي نمايد). بايد به محيط كشت مواد خاصي افزود (مثلاً فنيل اتيل الكل با محيط هائي مانند CLED كه از نظر الكتروليت فقير هستند بايد مورد  استفاده قرار گيرد). حركت سريع باكتري در بخش و هجوم آن بدستگاه اداراري ممكن است سهيم باشد.

   پروتئوسها متحرك داراي آنتي ژن H هستد (علاوه بر آنتي ژن O ) بعضي از    پروتئوسها كه به نام OX خوانده مي شوند داراي آنتي ژنهاي پلي ساكاريد مشتركي با ريكتزيا ها مي باشند. سرم بيماران متبلا به ريكتزيور قادر به آلگوتينه كردن پروتئوس هاي OX مي باشند. (كه از آن تستي پايه گذاري شده تا به تشخيص ريكتزيوز كمك نمايد و به نام تست واين وفليكس Weil – Felix خوانده مي شود.) پروتئوسها نيز ماننند كلي فرم ها هنگامي كه از دستگاه گوارشي خارج گردند ايجاد بيماري مي نمايند. باكتري اكثراً در عفونت هاي ادراري خارج گردند ايجاد بيماري مي نمايند. باكتري اكثراً در عفونت هاي ادراري باكتريمي پنموني و نيز  عفونت هاي كانوني افراد ضعيف و رنجور مشاهده مي شود. عفوني شدن از طريق تزريق داخل وريدي نيز مشاهده شده است. از نظر حساسيت نسبت به داروهاي مختلف تفاوت بسياري بين سوشهاي    پروتئوس وجود دارند.

   پني سيلي اغلب بر روي پروتئوس ميرابيليس P. Mirabilis مؤثر است. انواع ديگر پروتئوس در حال حاضر(1982) نسبت به آمينوگيلكوزيد ها (آميكاسين، توبرامايسين و جنتا مايسين) سفالوسپرين ها (سفا ماندول و سفولوكسي تين) و كلرا مفنيكل حساس مي باشند.

كلياتي درباره انترباكترياسه ها  ENTEROBACTRIACEAE
   انتر باكترياسه هافاميل بزرگ از باكتري ها هستند و بيشترين ميكروبهاي گرم منفي هوازي يا بيهوازي اختياري مي باشند كه در نمونه هاي آلوده بدن انسان يافت مي شوند.

   يك بررسي جامع كه توسط Blachman و Pikett در سال 1987 بر روي 768 نمونه ميكروبهاي بدن افراد آلوده انجام گرديده نشان داده است كه 78% آنها انتروباكترياسه ها بوده اند. 12% از سود و موناسه ها، 9% از هموفيلو سلها و 1% از باسيلهاي گرم منفي غير معمولي مثل اكتينوباسيلوس بروسلا كارديوباكتريوم، استرپتو باسيلوس.

اين بررسي در جدول زير خلاصه گرديده:



نام انتروباكتريا سه ها بيشتر به خاطر اين بر روي باكتريها گذاشته شده است كه بيشترين آنها ميكروبهاي روده اي هستند، خيلي از اين انتروباكترياسه  ها بدون هيچگونه عارضه در روده انسان وجود دارند و نه اينكه صدمه اي نمي زنند بلكه بعضاً مفيد هم هستند. و در تخمير مواد غذايي راخل روده كمك مي كنند،  اشريشياكولي (E . Coli ). يكي از انواع انتروباكترياسه ها  است كه 95 تا 99 درصد ميكروبهاي ساپروفيت روده را تشكيل مي دهند، در يك گرم مدفوع تعدادي برابر 1011 عدد از اين باكتريها وجود دارند كه به صورت بيهوازي اختياري در روده زندگي مي كنند. بيشتر بوي مدفوع مربوط به اين باكتري و باكتري هاي ديگر مثل پروتئوس و ميكروبهاي گرم مثبت مثل بايفيد و باكتريوم (Bifidobacterium) ولاكتوز باسيلهاي بيهوازي مي باشند. 

تقسيم بندي انتروباكترياسه ها:

CLASSIFICATION OF ENTEROBACTERIACEAE

بعد از دسته بندي كه در سال 1974 در هشتمين جلسه

Bergy . S Manufal Of Determiniative , Bacteology.

انجام گرديد نظريات گوناگون ديگر بر اساس اختصاصات كشف رد و بيوشيمايي باكتري ها داده نشد. و تقسيم بندي انتروباكترياسه ها دچار تغييراتي مختلفي گرديد و ميكروبيولژيستها معتقدند كه دچار سردرگمي گرديده اند خصوصاً كه با عرضه شدن تقسيم بندي Edward and Ewing اين مسئله شدت پيدا كرد تا اين كه در سال Center for disease control 1977 و نامگذاري آنها را پذيرفت و امروزه بيشتر دسته بندي انتروباكتريا سه را بر اساس آن انجام ميدهند

جدول تقسيم بندي ادوار و اوينگ:

   در اين نوع تقسيم بندي فاميل انترباكترياسه ها به سرگروههاي (Speciels) و گروهها Ginous و انواع Tribe كه به دنبال آن گاهي بيوتيپها (Biotypes) نيز قرار مي گيرند.

فاميلي: انترو باكتروياسه ها

سرگروهها: اشريشياها

جنس 1‍: اشريشيا

گونه: اشريشياكلي

جنس 2: شيگلا

گونه: (ش) ديسانتري

      ش، فلكس نري

     ش، پوويدي

    ش، سونئي

سرگروه 2: جنس ادواردسيلاها

جنس 1: ادار سيلاترادا

سرگروه 3: سالمونلاها

گونه: س، كلرا سيس

      س، تيفي

     س، انترايتيدس

جنس 2: آريزونا

گونه: هين شاوي

جنس 3: سيتر وباكتر

گونه: س، فروند داي

    س، دايورسوس

سرگروه 4: كليسيلاها

جنس 1: كليسيلا

گونه: ك، پنومونيه

      ك، اكسي توكا

     ك، اوزابا

    ك، رينوسلكراماتيس

جنس 2: انتروباكتر

گونه: 1 كلواكا

      1، جرگوويا

     1، آگلومرانز

    1، آئروجينوزا

    1،ساكازاكياي

جنس 3: هافينا

گونه: هـ، آلوئي

جنس 4: سراتياها 

گونه : سراتيا مارسه سنس

گونه : م، مورگانلا

سرگروه 6:  يرسيناها

جنس 1، يرسيا 

گونه: ي، يرسينا پستيس

      ي، انتروكوكيتيكا

     ي، سود و توبركولوزيس

    ي، فردريك سنياي

    ي، كريستانسياي

    ي، روكري

سرگروه 7: اروينياها

جنس1: اروينيا

جنس 2: پكتوبا كتريوم

جنس كلوي ورا Kluy vera  در سال 1981 توسط Farmer و دستيا را نش جز انترباكتريها سه ها قلمداد گرديده است كه قبلاً به نام ميكروبهاي دوره اي گروه 8 (Enteric group) ناميده مي شده است، اين جنيوس بيشتربن اختصاصات شيميايي انتروباكترياسه ها را دارا مي باشند، سه نوع از اين جنيوس نامبرده شده كه عبارتند از:

كلوي وار – آسكورباتا (k.ascabata ) كلوي ورا كرايو كرسنس (K . cryocrescents) كلوي ورا- گروه 3 (K . Species- group)                                                                                                                                           نوع آسكارباتا از كرا يوكرسنس با + بودن آزمايش آسكوربات عدم رشد، در 5 درجه سانتي گراد در يخچال وزون كوچكتر در اطراف ديسك كار پني سيلين و سفالوتين فرق گذاشته مي شود.

  نويسنده مقاله (Farmer) معتقد است كه اين باكتري جز پا توژنهاي فرصت طلب هستند و جنيوس ديگر اخيراً به آنتروباكتريا يا سه ها اضافه گرديده يكجا تاتوملا تايسئوس طيف وسيع در اطراف ديسك پيني سيلين و رغبت بودن داخل بعضي محيطها بعد از 7 روز و تعداد كم فلاژله در اطراف باكتري فرق دارد.

   اين باكتري به آميني سيلين – سفالو تين – تترا سكلين – كلر آمفنيكل – آمينو گلوسيدها حساس هستند. ديگري سداسيا Cedacea (نام از DCD) كه از نمونه هاي مختلف بدن انسان جدا شده. ولي اختصاصات آنها ذكر نگرديده است. انواع آنها C.davisae , C.lapagel ذكر شده اند.

اختصاصات عمومي فاميل انتروباكترياسه:

اعضاي خانواده انتروباكترياسه ها گرم منفي و باسيلي شكل و مستقيم هستند كه بيشتر آنها متحرك مي باشند گرچه بعضي جنسها مثل كلسيلا و شيگلا غير متحرك هستند) آنها پريتريكوس فلاژلاژ مي باشند، (سود و موناسه ها كه پولا رفلاژلا هستند). و چندين سويه مثل سالمونلاها شيگلاها انترو باكترپروتئوس داراي فيمبر يا پاپيلي هستند كه عامل متحرك باكتري نبوده و هيچگونه خاصيت آنتي ژنتيك- باكتريهانمي دهند و فقط در زير ميكروسكپ الكتروسي ديده مي شوند.

     تمام انتروباكترياسه ها گلوگز را در شرايط هوازي و بيهوازي تخمير مي كنند بعضي با گاز و بعضي بدون گاز (اين يكي از اختصاصات خانواده آنتروباكترياسه هاست)، نيترات را به نيتريت  احياء مي كنند و توليد اندوفنل اكسيداز نمي كنند (اكسيداز منفي هستند).

    انتروباكترياسه ها شامل گروههاي كوچك و بزرگ هستند كه داراي ساختمان آنتي ژنتيك و خواص شيميايي مختلف هستند بر اساس همين اختصاصات شيميايي دسته بندي شده اند بعضي از  نامها كه بر روي آنها گذاشته شده اند از منطقه جغرافيايي گرفته شده كه باكتري اول با در آنجا يافت شد و بعضي ديگر به نام افراديكه اولين بار آنها را كشف كرده اند، ساختمان آنتي ژنيك انتروباكترياسه ها زماني خوب شناخته شده كه White و Kauffmann بررسيهاي وسيع خود را بر روي سالمونلاها انجام دادند و سروتيپها و بيوتيپهاي آنها را مشخص نمودند كه تستهاي سرولوژي قابل بررسي است.

   باكتري ها در مورد انسان و حيوانات يافت مي گردند و در خاك و روي گياهان نيز وجود دارند، خيلي از آنها پارازيت هستند و بعضي ديگر ساپروفيت هستند، خيلي از آنواع آنها براي انسان بيماريزا هستند و ناراحتيهاي انتريك يا سپتي سمي و يا ديگر عوارض عفوني ايجاد مي كنند.

   از لحاظ شرايط كشت اين باكتريها معمولاً بر روي محيط ژلوز  خوندار كلينلهاي مشابه تقريباً درشت، براق و خاكستري، خيس كه ممكن است همراه با هموليز يا بدون هموليز باشند توليد مي كنند و آندسته از انتروباكترياسه ها كه توليد گاز هيدورژن سولفوره (SH2) مي كنند يك هاله سبز رنگ در قسمت زير پليت ايجاد مي نمايند. بر روي محيط تريپتوكپس سوي آگار نوترين آگار و ميت اينفوژن آگار ايجاد كلينهايي مي نمايند كه ممكن است در اندازه فرق داشته باشند ولي عموماً سفيد متمايل به خاكستري شفاف و كمي برجسته هستند بعضي از آنها موكوئيد هستند مثل كلبسيلاها، برخي  از سويه هاي شيگلاها وبعضي از سالمونلاها تغيير يافته خصوصاً سالمونلا انترويتيدس سروتيپ تيفي مورنيدم.

S. enteritid’s sorotype,   typhomerium

تغييرات كلني مشاهده گرديده.

و گاهي تبديل كلينهاي  S به R و R به S انجام پذيرفته است.

جداسازي انتروباكتريا سه ها Isolation of Entrpbacter: براي بدست آوردن بهترين نتيجه و بهترين جواب براي كشت ميكروبهاي روده اي بايد از محيطهاي كشتي استفاده نمود كه بتوان مشخصات باكتري هاي مختلف را از آنها تشخيص داد. و به علت اينكه  ممكن است اين باكتريها از منابع مختلف آلودگي بدن جدا گردند بهتر است جداكردن آنها را از مدفوع  - خون و ادرار و ديگر مايعات بدن مورد بررسي قرار داد، در آزمايشگاه بايد توجه داشته باشيم كه نمونه هاي ممكن است حاوي مقدار كمي باكتري باشند، پس از انتخاب محيط و مقدار نمونه كشت شده بر روي آنها از اهميت فوق العاده اي برخوردار است. مثلاً استفاده از محيطهاي اختصاصي يا انتخابي سالمونلا و شيگلا براي رشد ميكروبهاي ديگر مثل پروتئوس واشريشيا مناسب نيست و بايد همه جوانب را در نظر گرفت.

جداسازي از مدفوع Isolation frpm stool:

    هنگامي كه امكان عفونتهاي روده اي مي باشند. نمونه تازه مدفوع بايد تهيه گردد (بعضي پيشنهاد چند نمونه را داده اند) البته ركتال سو آب بي فايده نيست ، ممكن است تعداد باكتريهاي پاتوژن در بين زمان نمونه برداري و كشت كم شود كه در اين صورت بايد از محيطهاي نگهدار كننده استفاده نمود وو بهترين محيط sturat medium مي باشد.

    Ewing و همكارانش گزارش نتيجه عالي از كشت مدفوع از كشت مدفوع بعد از يك هفته را با استفاده از محيط استوارت داده اند.

   بعلت اينكه مدفوع داراي انواع ميكروبهاي فلور طبيعي مي باشد بايد يك يا چند محيط از  انواع محيطهاي غني كننده  زير را مورد استفاده قرار داده عبارتند از:

(Lieffsen seinente broth, (Hajna) Gn broth  و يا (Muller)Tranionate broth تترا تيونات اصلاح شده توسط kuffman كه حاوي صفرا و سبز برليان مي باشد رشد  خيلي عالي به سالمونلا مي دهد اما از رشد شيگلاها معمولاً جلوگيري مي نمايد ولي تترا تيونات همراه با املاح صفراوي محيط غني كننده خوبي است. طرز استفاده از محيط آبگوشتي مايع بدين ترتيب است كه مقدار نمونه اضافه شده به آنها بايد حداقل يكدهم حجم كل محيط باشد اگر مدفوع داراي موكوس باشد حتماً از آن قسمت مدفوع براي كشت استفاده نمود. بعد از 18 تا 24 ساعت قرار دادن در 35 درجه  از محيط غني كننده برداشت نموده و بر روي محيطهاي   ديگر كه به عنوان محيطهاي افتراقي و انتخابي مصرف مي شوند، كشت مي گردد و همه محيطي با هم در  اتوقرار مي گيرد، چنانچه پليت ها بعد از 24 ساعت رشد نداشتند مجدداً از محيط غني كننده كه اكنون 48 ساعت در اتو بوده است، بر روي پليت ها كشت مي كنيم. محيط هاي افتراقي كه ممكن است بكار رفته شوند  عبارتند از:

McConkey  ,  EMB و دوزوكسي كولات آگار Dezoxieholate agar محيطهاي انتخابي عبارتند از (Xylese lysine Dezoxycholate ) XLD و (Dezoxtcholate- citrate agar) D.CA .

محيطهاي ديگري همچون (Kuffman Brilliant green , agar) KBGA و (wilson – Blair bismouth sulfite agatr )WBSA كه محيط ه اي پيچيده اي از لحاظ مواد غذايي هستند پيشنهاد گرديده است كه از رشد باكتري فلور طبيعي مثل اشريشياها و پروتئوسها بخوبي جلوگيري نمود و رشد خوبي به تمام سالومونلاها و بيشتر شيگلاها مي دهد.

   از محيطهائي كه در فوق به آنها اشاره شد محيط SS اجازه رشد به تمام شيگلاها نمي دهد و امروزه كمتر مورد استفاده قرار مي گيرد ولي اگر ناچار به استفاده از آن باشيم بهتر است  در كنار آن از محيط ديگري همچون McConkey استفاده نماييم كه ميكروبهاي تخمير كننده لاكتوز را (شيلا) خوب نشان مي دهد و HEA XLD از بهترين محيطهاي انتخابي هستند كه امروز به مقدار وسيع در آزمايشگاهها مورد استفاده قرار مي گيرند.

از ميان محيطهاي افتراقي كه مورد استفاده قرار مي گيرند محيطهاي FBM  و McConkeyبه  دو صورت مصرف مي شود. يكي به طريق مستقيم (Direct)(صورت يك محيط غني كننده جامد مصرف مي گردد. ديگري غير مستقيم (indirect) كه به عنوان محيط ثانوي بعد از محيط غني كننده مصرف مي گردد، اما جمع بين اين دو كسر هميشه همراه محيط غني كننده نظر بهتر مي رسد كه هميشه همراه محيط غني كننده GN brroth يا Scientite يك محيط FBM يا مكانيكي از مدفوع مستقيماً كشت نمايم تا چنانچه ميكروب پاتوژوني بر روي آنها رشد كرده زودتر به نتيجه برسيم، چنانچه جدا كردن اشرشيا كلي – كليسلا و انترو باكترويا ستيرو باكتر و عفونتهاي روده اي اسهالي همراه با توكسين Enterotoxigenic , Entro invasive and Entro Pathogenic 

مورد نظر باشد.  استفاده  كردن از محيطهاي غني كننده ذكر شده فوق نتيجه نمي دهد، حداكثر آن محيطها رشد باكتريهاي فوق را حذف مي كنند و بهترين كار كشت كردن مستقيم روي FBM  و يا McCenkey مي باشند.
چون تخمير لاكتوز يكي از مقدمات جداسازي انتروباكتريا سه ها مي باشند اكثراً محيطهاي معرفي داراي قند لاكتوز و انديكاتورهاي مناسب مي باشند تا به صورتي در جداسازي آنها كمك نمايد . باكتريهاي لاكتوز منفي (به آندسته كه لاكتوز را تخمير نمي كنند اصطلاحاً لاكتوز منفي مي گوئيم و برعكس) مثل سالمونلاها و شيگلاها و پروتئوسيس ايجاد كلينهاي ريز و بيرنگ بر سطح پليتهاي دزوكسي كولات سيترات SS , XLD , EBM , McConkey مي نمايند و بر روي محيط HE , Agar سالمونلا و شيگلا و اشتباه گردد خصوصاً محيطهاي EBM و McConkey كه مقدار 5% آگار داشته باشند. كلني باكتريهاي لاكتوز مثبت بر روي دزوكسي كولات سيترات (اگر حذف نگردند) McConkey , SS قرمز ديده مي شوند.

  بر روي EBM بنفش تيره تا سياه رنگ كه اغلب جلاي فلزي دارند و بر روي HE – agar قرمز متمايل به نارنجي تا نارنجي مشاهده مي شود.

    بر روي محيط بيسموت سولفيت آگار، (Bisuth sulfite agar , B . SA) سالمونلا تيفي (S. Typhi) ايجاد كلنلهاي سياه يا جلاي فلزي مينمايد، متخصصين، پيشنهاد مي كنند براي استفاده از اين محيط براي كشت پريليت (pour plate) مي باشند.

   جداسازي از خون (Isolation from Dis.):

از افراد مبتلا به بيماري تب آور (Febrile Dis)  كه عامل بيماريهاي آنها مشخص نيست. غالباً كشت خون تهيه مي گردد كه در فصل نمونه برداريها چگونگي انجام آنرا با با روش عمومي ذكر كرديم ولي اگر كشت خوب براي سالمونلا و شيگلا خواسته شود( شيگلاها بندرت در كشت خون يافت مي شوند) حدود ده ميلي ليتر خون گرفته شده را به 90 تا 100 ميلي ليتر محيط (Bile broth) اضافه نمود و در 35 درجه قرار مي دهيم.

  اگر جواب كشت بعد از 24 ساعت منفي بود آنرا براي 10 تا 14 روز قبل از اينكه پاسخ منفي دهيم در اتو نگهداري مي كنيم.

  در بيماريهاي تيفوئيد (Typhoid Fever) معمولاً كشت خون درهفته اول يا دوم شروع بيماري گرفته مي شود، درسپتي سمي و ناشي از ديگر سالمونلاها غير از سالمونلاتيفي كشت خون بايد در هفته اول گرفته شده و اگر منفي بود در هفته دوم تكرار گردد.

  كشت مغز استخوان نيز در بيماري سالمونلازيس نتيجه خوبي مي دهد، (يادآوري مي  گردد كه عموماً كشت خون قبل از كشت مدفوع (+) مي شود. در طي هفته اول بيماري كشت خون در 90% موارد مثبت مي گردد. در حاليكه كشت مدفوع فقط حدود 10% موارد در هفته اول (+) مي شود.

  كشت مجدد (sub cultures) از محيط Bile broth يا هر محيط ديگري كه به عنوان محيط كشت خون مصرف شده به محيطهاي ديگر همانند روشي است كه در كشت مدفوع ذكر گرديد، يعني استفاده از محيطهائي مثل BSA و EBM .

 McConkey خيلي از محققين معتقدند كه انتقال ميكروب از كشت اوليه محيط McConkey و يا EBM جهت شناخت نوع كلني به نظر مي رسد و مي توان به بقيه راه را براي شناسائي نهائي ادامه داد.

جداسازي از ادرار:

   سالمونلاتيفي در 25 درصد موارد ممكن است از ادرار جدا گردد، ديگر انتروباكتري ياسه ها نيز ممكن است از اين منبع جدا گردند كه مي توان ديگر سالمونلاها، اشر شياها، كلبسيلاها و پروتئوسها را نام برد. براي كشت ادرار پيشنهاد مي گردد كه از محيطهاي افتراقي و انتخابي بروش مستقيم (direct)  كشت گردد.

   بهترين نتيجه از كشت ادرار براي يافتن سالمونلا استفاده از رسوب سانتريفوژ شده ادرار با دور 2500 يا 3000 در دقيقه مي باشد كه چند لوپ از رسوب را در محيطهاي  لازم به طريق استريك گالچر كشت مي نماييم و بقيه رسوب را در محيط كشت غني كننده مثل سلينت- برات يا بايل برات روش خوبي است.

   كشتهاي جدا كننده اوليه (Prolininary Scrining cult - ures) كلني ها سالمونلا و شيگلاها و اختصاصات آنها همانگونه كه قبلاً در اين فصل به آنها اشاره شد بر روي محيط هاي آزمايشگاهي مشخصاً لاكتوز منفي هستند كه بايد كلني هاي مشكوك را از اينگونه محيطهاي كشت به يك سوي محيطهاي ديگر منتقل كرد تا با بررسي بيشتر باكتري مشكوك شناخته شود، اين عمل انتقال با لوپ سوزني از يك كلني منتقل مي گردد و چنانچه مقدور باشد بايد ازهر پليت دو تا سه كلني مستقل را منتقل مي گردد و چنانچه مقدور باشد بايد از هر پليت دو تا سه كلني مستقل را منتقل نماييم. (بايد توجه داشت بعلت احتمال وجود كلني هاي ريزي كه قبل رؤيت نيستند هيچگاه هنگام انتقال باكتري به محيطهاي افتراقي و تشخيص لوپ را در سطح پليت سرد ننمائيم.).

   روش اينكار اينگونه است كه با لوپ سوزني ابتدا در ته لوله TST آگار (Trip;e sugar Iron Agar) ياKIA  (Kligler’s Iron agar) فرو كرده و بعد به طور زيگزاگ در سطح لوله (Slant) كشت مي نمائيم. لوله بايد با پنبه درپوش بسته به نحوي كه هوا بتواند داخل و خارج گردد و هر گز لوله كاملاً بسته نمي شود كه باعث غلط شدن تشخيص گردد.

   محيط TSI آگار داراي سه نوع قند گلوكز ، لاكتوز و ساكارز به همراه مصرف فنل رد و سولفورو آهن مي باشد كه جمعاً تخمير قند و توليد 
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 در (سياه شدن ته لوله ) در محيط را نشان مي‏دهند، مقدرا گلوكز يك دهم مقدار لاكتوز و سوكروز است و محيط KIA دقيقاً همانند TST آگار مي‏باشند به جز اينكه قند سوكروز را ندارد مقدار كم گلوكز در قسمت سطح لوله باعث مي‏شود كه پس از تخمير و ايجاد مقدار كم اسيد خيلي زود اكسيده گشته و بحالت قليايي بر مي گردد و برعكس اين عمل تخمير در عمق لوله ثابت مي باشد زيرا مقدار اكسيژن كمتر از سطح لوله است.

   بهترين نتيجه گيري از محيط TST آگار را مي توان 18 تا 24 ساعت بعد از اينكوباسيون در 35 درجه تا 37 درجه دريافت  نمود و هيچگونه ارزشي بعد از 48 ساعت  ندارد نتيجه گيري از محيط TST مي توان كرد چنين است.

1- ته محيط اسيدي (زرد) و سطح لوله قليائي (قرمز)- قند گلوكز تخمير شده است.

2- تمام محيط اسيدي (زرد)- لاكتوز يا سوكروز يا هر دو تخمير شده اند.

3- حبابهاي گاز در ته لوله و محيط قسمت شده- توليد گاز و هنگام تخمير قند و گلوكز.

4- سياهي در ته لوله- توليد گاز

5- تمام لوله قليائي (قرمز) – هيچكدام از سه قند تخميرنگرديده است و تشخيص انتروباكترياسه ها.

به علت شباهت انواع پروتئوسها با سالمونلاها و شباهت بعضي باكتريهاي ديگر باشيگلاها و غيره شكل محيط TST آگار لازم است در كنار اين محيط محيطهاي ديگر نيز مورد استفاده قرار گيرد تا تشخيص را ساده تر نمايد، اين محيط ها عبارتند از:

)Rusting in and stuart uree broth, Christencen urea agar)

كه كشت باكتري بر روي هر دو آنها در صورت توليد گاز آمونياك، باعث تغيير رنگ از زرد به قرمز مي‏شود جمع بين دو محيط TST آگار و محيط اوره تا حدودي مي تواند ما را به شناسائي باكتري كمك نمايد.

   محيط ديگري كه به همراه TST مورد استفاده قرار مي‏گيرد LIA مي باشد كه در جدول صفحه بعد مقايسه دو محيط ديده مي‏شود.
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محيطهاي نيمه جامد:

   مثل Motility – Indole lysine با MIL و يا SIM مورد استفاده قرار مي‏گيرند تا حركت باكتري و توليد اندول را مشخص نمايد دراين محيطها باكتري بالوپ سوزني به طور عمودي در عمق كشت داده مي‏شود در صورت متحرك بودن باكتري بعد از 18 تا 24 ساعت محيط ساعت محيط كدر مي گردد (باكتري در تمام لوله پخش مي گردد) و چنانچه غير متحرك باشد كدورت فقط در مسير كشت ديده مي‏شود.

محيط KCN-

   يك محيط مايع و داراي سيانور پتاسيم  مي باشد  كه بعضي باكتريها مانند كلبسيلاها و سيتروباكترها آنرا تحمل كرده و در محيط رشد مي كنند ولي بعضي   ديگر مثل سالمونلاها در آن رشد نمي كنند و راهي براي نشاسائي اين دسته از باكتري هاست.

محيطهاي دي كربوكسي لاز (Decarboxylase).

   كشت محيطهاي انتروباكترياسه ها به طور جداگانه مجزا و مستقل بر روي اين محيطها كه حاوي اسيد آمينه هاي لايزين (L- lysine) آرجنين (L- arginine) وارنيتين به مقدار يك درصد مي باشد پس از يك يا دور روز مثبت مي شوند بعلت قليايي شدن محيط از زرد (تخمير اوليه قند گلوكز) به رنگ بنفش (به علت دي كربوكسيله شدن اسيد آمينه موجود) تبديل مي گردند، چنانچه بعد از چهار روز محيط اداري رنگ زرد بشود، جواب منفي است، يعني باكتري آنزيم دي كربوكسي لاز يا دي هيدرولاز را نداشته است.

  اثر آنتروباكترياسه ها بر روي محيط ها در جداول عمومي انتروباكترياسه ها نشان داده شده است.

آزمايش متيل رد (Methyred test) :

  اضافه كردن 5 قطره محلول متيل رد به 5 ميلي ليتر از محيط كشت 48 ساعته (RVP) Clarck and tubs dextrosebreth باعث ايجاد رنگ قرمز ثابت مي نمايد اين آزمايش در صورتي مثبت است كه PH محيط كشت، بعلت ايجاد اسيديته خيلي زياد از تخمير قند دكستروز كمتر از 5/4 باشد، در غير اين صورت رنگ زرد يا نارنجي ايجاد مي گردد.

   براي تهيه محلول متيل رد 1/0 گرم پودر متيل رد را در 300 ميلي ليتر الكل 95% حب نموده و سپس محلول را با آب مقطربه 500 ميلي ليتر مي رسانيم آزمايش ايمويك (IMVIC test) :

  آزمايش ايمويك جمع آزمايشهاي است كه در فوق بررسي گرديد I علامت اندول M علامت متيل رد Methl red)) V علامت وژس پروسكائر Voges Proskaur و C علامت سيترا Citrate مي باشد و به صورت علامت بعلاوه و منها نشان داده مي‏شوند مثلاً گفته مي‏شود كه آزمايش ايمويك E. Coli -- ( از چپ به راست ) مي باشد و كلبيسلا ++ـ و اين نشان دهنده مثبت يا منفي بودن آزمايشهاي فوق است.

 ساختمان آنتي ژنيك و پيچيدگيي آنتي ژنيك: (Antognic complexity) 

گرچه اكثر انتروباكترياسه ها را مي توان با تخمير قندها و ديگر آزمايشهاي متابوليك شناسائي نمود ولي به علت شباهت خيلي از آنها در اينگونه بررسي ها شناسائي نهايي بر پايه ساختمان آنتي ژنيك استوار است.

   اعضاي خانواده انتروباكترياسه ها داراي موزائيك آنتي ژني هستند كه عمده ترين آنها سه دسته هستند كه عبارتند از:

الف: آنتي ژنهاي K (از كلمه آلماني  Kaspel) يا آنتي ژنهاي كپسولي (Envolop ags) به آ‎ن دسته از آنتي ژنها اطلاق مي شود كه سلول باكتري را احاطه نموده و بجز نمونه هاي استثنائي كه به حرارت حساس هستند وبين 15 تا 30 دقيقه در حرارت جوش  از بدن مي روند جنس اين آنتي ژنها بيشتر از پلي ساكاريد است و در بعضي از باكتريها مثل سالمونلا آنتي ژن ناميده مي‏شود  زيرا به نظر مي رسد كه در بيماريزائي باكتري دخالت دارند ولي دليل اين ارتباط هنوز به طور مشخص معلوم نگرديده است.

   آنتي ژنهاي كپسولي بهنگام آلگوتيناسيون با آنتي سرمهاي اختصاصي ايجاد مزاحمت مي‏كند (به علت پوشاندن آنتي ژن سوماتيك) و بايد با حرارت از بين برده شوند. اين وضعيت در بعضي باكتريها كه آنتي ژنهاي كپسولي خيلي نازك ميباشد وجود ندارد، و بعضي ديگر كه آنتي ژنهاي كپسوليشان خيلي كلفت و ضخيم است مثل كلبسيلا بدون كشتن باكتري و از بين بردن آنتي ژنهاي كپسولي هرگز آلگوتينا سيون با آنتي سرم سوماتيك امكان پذير نيست.

 ب- آنتي ژنهاي H از كلمه آلماني (Hauch) يعني پخش شوند (Spreading) يا ‎آنتي ژنهاي فلاژله (Flageller antignes) در فلاژه قرار گرفته و جنس آنها از پروتئين بوده كه به حرارت حساس مي‏باشند و در حرارت آب جوش به مدت يك تا دو ساعت از بين مي روند آنتي ژنهاي فلاژله داراي دو فاز مختلف هستند. يكي فاز يك  Phase 1 flagellar Ags و فاز دو Phase 2 flagellar Ags كه فاز دو كمتر اختصاصي هستند و در خيلي باكتريها مشابه هستند.

ح- آنتي ژنهاي O: از كلمه آلماني (Ohne Hauch) يعني پخش نشونده Non spreading يا آنتي ژنهاي سوماتيك (antignes   somatic) كه به حرارت مقاوم بوده و در سل وال باكتري قرار دارد و از لحاظ تركيب شيميايي جنس آنها پلي ساكاريد است.

   اين آنتي ژنها ممكن است به گروهها و زيرگروههاي مختلف تقسيم شوند كه مثلاً در سالمونلاها گروه ها و زيرگروههاي زيادي هستند كه مهمترين گروهها گروههاي A و CB و D و E مي‏باشند.

    بررسي هائي كه توسط Pauffmann و White بر روي ساختمان آنتي ژنيك آنتروباكترياسه ها و خصوصاً سالمونلاها انجام داده اند دسته بندي و گروه بندي آنتي ژنها دقيقاً مشخص گرديده است.

   در اينجا نماي شماتيك آنتي ژنهاي OH و Vi در انتروباكرياسه ها ديده مي شون.

بغير از آنتي ژنهاي فوق انتروباكترياسه ها داراي آنتي ژنهاي فرعي ديگري هستند كه از جمله مي توان Kunin antigan را نام برد، كه در پرسينياها و …. وجود دارد. اين آنتي ژن با آنتي بادي اختصاصي به علت ساختمان ظاهري قابل رسوب دادن نمي باشند و فقط بروش هم آلگو تيناسيون Hem – agglutination test قابل رسوب دادن است و گلبول قرمز به كمك آنتي ژن آمده و سپس  با آنتي بادي رسوب مي كنند.

تغييرات و روابط ژنتيكي: Genetic ariation and genetic relations محيط روده يك محل مناسب براي  رشد و تغييرات باكتريهاي روده اي است و تعداد باكتري ها خيلي زياد بوده و همچنان محيط كشت مناسب باعث رشد و تكثير آنها مي گردد بالطبع تغييراتي ممكن است در سويه اي ايجاد شود  و ژنهائي از يك سو به سوي ديگر  منتقل گردد يا به وسيله انتقال پلاسميدها و ژنهاي باكتري در conjucation عمل تغيير ژنتيك انجا گيرد.

   به طور مثال باكتريهاي سالمونلاي لاكتوز منفي 1 روزه بصورت لاكتوز مثبت نيز ديده نشده اند كه از بيمارارن مبتلا به اسهال اپيدميك در بززيل جدا گشته است. پلاسميدهائي كه خصوصاً در باكتريولژي اهميت دارد و مهم هستند در انتروباكتري ياسه ها به نام فاكتورهاي R (R factor) ناميده كه ژنهاي فراواني براي مقاومت باكتري ها را حمل مي كنند، اين پلاسميدها در شيگلاها و در ژاپن كشف شده اند كه امروزه در سالمونلاها و كلي فرمها نيز به طور وسي شناخه نشده اند. مثلاً فاكتوري از فاكتورهاي R در E . Coli منتقل شده و به E . Coli پاتوژن تبديل گرديده و شخص مي تواند به صورت يك منبع آلودگي اپيدميك درآيد ولي مسلماً اين تغييرات و اين جابجائي فاكتورها در سالمونلاها و شيگلاها از اهميت برخوردار هستند.

   تغييرات ديگر ژنتيكي كه ممكن است ديده نشود اين است كه سويه هائي از انتروباكترياسه ها كه داراي  فلاژله هستند طي موتاسيون ژنتيكي فلاژله خود را از دست داده و به صورت باكتري غير متحرك درآيد.

شناسايي گروههاي فاميل انتروباكترياسه ها:

1-جنس سالمونلاها (Genus Salmonella) 

بيماري زا- تب روده يا تب تيفوئيد. سپتي سمي كه همواره با تب شديد و عفونت خوني انترولوكيت كه قبلاً كاستروآنتريت ناميده مي شد دروه كمون 2 تا 7 زوز همراه با اسهال، دل درد، بي حالي، استفراغ و به دنبال آن تب مي باشد.

   درمان توسط كلرا مفيكل، آمپي سيلين تري متوپريم سولفا متاكسا زول مي باشد.

2-جنس آريزونا Arizona:

  در عفونتهاي انساني ديده شده اند ولي بيشتر سروتيپ هاي آنها در مرغ و سگ و گربه ايجاد بيماري مي نمايند.

3-جنس سيتروباكتر:

   عموماً غير بيماري زا بوده وجز باكتريهاي آپورجونيت محسوب مي گردد ولي به هر حال از آنها عفونتهاي دستگاه ادراري و باكترميا ديده شده است.

   در مقاله گراهام و بند (Band & Phigeila):

   شيگلا در مقايسه با سالمونلاها كمتر باعث بيماريزائي مي گردند،اين باكتري با حمله به بافت موكوس اپي تليال ايجاد تورم ونيز زخم مي‏كند. اين حملات ادامه مي يابد و امكان ورود به ديگر بافتهاي بدن از ناحيه زخم مي باشد كه گاهي به ندرت سپتي سمي ايجاد مي‏كند.

     از ميان 569 كودك آفريقاي جنوبي كه به شيگلوزيس مبتلا شده اند فقط 11 نفر سپتي سمي گرفته اند. درمان توسط آمپي سيلين- كوتريموكسازول و تتراسيكلن مي باشد.

5-جنس اشرشياها:

اشرشيا را قبلاً كلي فرم مي ناميدند ولي امروزه كلي فرم اشريشاها، كلبسيلاها ، انتروباكتر و سراتياها مي گويند،  از انواع معروف آن مي باشد.

بيماري زائي:  

- بيماريهاي خارج دستگاه  روده ايست كه مهمترين آن عفونت دستگاه ادراري است و تا 75% عفونتهاي ادراري را شامل مي‏ گردد كه يكي از عوامل مهم نفريت مي باشد.

همراه با ادرار چرك و خون ديده مي‏شود. و بيماري با ورم و فشار خون همراه است و گاهي سيستيت (Cystitis) عفونت مثانه مي‏دهد. سپتي سمي هم مي‏دهد و توليد شوك مي‏كند.

  عفونت هاي سطحي پوست مي‏دهد خصوصاً بعد از جراحي تو عفونت دستگاه تنفسي را ايجاد مي نمايد.

- عفونتهاي داخلي روده اي: عفونت اسهالي نوزادان (Neonatal - dia) كه در افراد زير دو سال با صداهاي شكم، دل درد، اسهال و استفراغ همراه است.

اسهال مسافرتي (Travelar diarrbea) عفونت روده اي كه بزرگسالان مبتلا مي گردند. درمان مؤثر توسط سولفاناميدها، آمينوگليلوسيدها، كلرامفيكر، آمپي سيلين، كارپني سيلين، سفالوتين و كانامايسين صورت مي گردد.

6-جنس ادوارد سيلا، Genus Edwardsiella:

  بيماري زائي- اسهال عفوني، عفونت و زخمهاي بعد از عمل جراحي.

7-جنس كلبسيلا:

الف- يكي از عوامل مهم عفونت دستگاه ريوي است، عوارض، تب، سوز، دردهاي قفسه سينه، سرفه هاي سخت با خلط چركين و غليظ در افرارد مسن ديده مي‏شود.

ب- عفونتهاي دستگاه ادراري.

ج- عفونتهاي مجاري صفراوي.

د- عفونت حفره صفاقي بدن.

هـ- عفونت گوش مياني، ماستوئيد و مننژيت.

8-جنس انتروباكتر:

9-جنس ها فينا:

الف- عامل بيماري مننژيت نوزادان.

ب- عفونت دستگاه ادراري.

10-جنس سراتياها:

   بيشتر آن عفونتهاي بدن جدا گرديده در عفونتهاي بيني بالاي دستگاه تنفسي و دستگاه ادراري ديده شده است. اگرچه بعضي انواع ديگر از منابع انساني از جمله خلط جدا شده اند. درمان توسط اكثر آنتي بيوتيكها، ميسر است، فقط به سفالوسپورينها و پلي ميكسين ها مقاومت نشان مي دهند.

رشد كلني پروتئوس بر روي محيط آگار خوندار كه توسط يك لايه نازك آگار پوشانده شده است.

شناسائي جنس پروتئوسها:

  در تقسيم بندي Edward & Eving جنسهاي پروتئوس و پروويدنسيا و مورگانلا را به نام Tribke Proteus نامگذاري نموده اند، كه خيلي از اختصاصات كلي آنها به يكديگر شباهت دارند.

پروتئوسها در خاك- آب- فاضلاب و مدفوع انسان يافت مي گردند و باسيلها گرم منفي و متحرك مي‏باشند. آنها معمولاً لاكتوز منفي و اوره از مثبت هستند، تحرك آنها بيشتر در 25 درجه بوده و در 35 درجه كمتر است. انواع آنها عبارتند از پروتئوس ميرابليس و ولگاريس Wulgaris و Mirablis كه بر روي محيطهاي ژلوز خون دار ايجاد سوآرمينگ Sworming كرده و توليد زمينه خاكستري مايل به آبي مي نمايند ، حالت خزندگي (سوآرمينگ) بر روي محيطهاي EBM .MacConkey را با بالا بردن درصد آگار محيط 5% مي توان متوقف كرد.

   كلنيها پروتئوسها از فرم و شفاف تا كدر ديده مي شوند كه در كشتهاي مخلوط و Mix colture مشكل مي توان كلني جدا جدا و منتقل از پروتئوس يافت، بعلت عدم دقت كافي از نقل و انتقال كلني هاي كشت مدفوع بيشتر اوقات كشت خالص (Pure colture) ميكروبهاي ديگر با پروتئوس مخلوط مي گردند. 

  بعلت لاكتوز منفي بودن و توليد گاز 
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 بر روي خيلي از محيطهاي انتخابي و جدا كننده انترو باكترياسه هاي پروتئوسها با سالمونلاها اشتباده مي شوند.

  اما با توجه به اوره آز (+) بودن پروتئوسها و آزمايشات ديگر راه شناسائي آنها از يكديگر هموار مي گردد (جدول)

  فرق بين پروتئوس ميرابليس و ولگاريس در مثبت بودن اندول براي ولگاريس و منفي بودن آن در ميرابليس است.

  ولگاريس قند مالتوز را تخمير نموده و ارنيتين دي كربوكسي لاز منفي است و مرابليس برعكس مالتوز منفي و ارنيتين دي كربوكسي لاز مثبت است.

   اختصاصات بيوشيميائي پروتئوسها و تفاوت آنها بدين صورت است.

   از لحاظ آنتي ژنتيك پروتئوسها مورد علاقه ميكروبيولژيستها مي باشد. زيرا آنتي ژن O متعلق به پروتئوسها با سرم افراد مبتلا به تيفوس ايجاد آگلوتينا سيون مي نمايد كه به نام راكسيون وايل فليسكس خوانده مي‏شود. 

اختلافات فنوتيپيك در دو اندازه سلول پروتئوس ميرابيليس:

  اندازه سلولهاي اين باكتري با مرحله رشد متناسب بوده و بسيار متفاوت است. لام تهيه شده (278) از لبه Swarm باكتري پس از 7 ساعت رشد در 37 درجه سانتي گراد برداشته شده است. اين باسيلها بسيار بزرگ نمونه اي كاملاً تيپيك مرحله Swarming پروتئوس ميرابيليس بوده و داراي فلاژلهاي متعدد مي باشند لام (279) پس از انجام 48 ساعت رشد و پس از متوقف شدن Swarming تهيه شده است كه در آن سلولهاي كوچك كاملاً تيپيك آنتروباكترياسه ديده مي شوند.

واكنشهاي بيوشيميايي گونه از سرگروههاي پروتئوي
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پرتئوس رتگري P ,rettgri انواع چهارگانه فوق با فعل و انفعالات مختلفي كه در آزمايش T . M . C و بعضي از آزمايشات بيوشيمي ديگر نشان مي دهند و به آساني تشخيص مي‏باشند و بر اساس آنتي ژنهاي O و H بانواع مختلف سرو لوژيك قابل تقسيم اند بعلت تشابه و اشتراك ژنهاي O بين پروتئوسها ريكتزياها از شيرابه هاي ميكروبي پروتئوس در آزمايش فليكن براي تشخيص سرولژيك بيماري تيفوس استفاده مي كنند.

نمونه اي كاملاً تيپيك ظهور حالت Swarm در پروتئوس ها. ساير پروتئوس ها به وسيله خط نازكي از يكديگر جدا شده اند. از 4 نمونه اي كه در نزديكي لبه پليت تلقيح شده اند فقط يكي از آنها با نمونه تلقيح شده در مركز همولوگ است.

شكل فوق نشاندهنده حركت پروتئوس ها به نام “ Swarming " مي‏باشند:

پروتئوس ميرابليس و پروتئوس ولگاريس (كه برخلاف اسمش خيلي كمتر از پروتئوس ميرابليس ديده مي شود) هر دو بر روي محيط هاي معمولي كشت آزمايشگاهي تشكيل CSwarm را مي دهند. در نتيجه اين عمل خطوط متناوبي در اطراف نقطه تلفيح باكتري  ديده مي شوند. اين خطوط نشان دهنده رشد تناوبي و       است. اين هاله ها در روي محيط هاي مرطوب به  خوبي ديده نمي شوند. چون در اين كشت ها ميكروارگانيسم بدون  توقف توليد Swarm مي كنند.

خصوصيات بيوشيميايي گونه ها پروتئوي

پروتئوس ولگاريس
پروتئوس ميرابليس
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-
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-
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-
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-
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+
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+
+
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+
+


+
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+
+
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-
+ يا -
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(متفاوت)-
(متفاوت) +
سيمون سيتراك

+
+
فنيل آلاتين دآميناز

-
+
اورتين دكربوكسيلاز

پروتئوسها اوره آز مثبت مي باشند

عفونتهاي پروتئوسي:

   پروتئوسها توليد بعضي بيماريها را مي نمايند كه از لحاظ كلينيكي و تشخيص حائز اهميت است. پروتئوس ميرابليس (Proteus Mirabilis) عامل 75 تا 90 درصد عفونتهاي انساني است و تفكيك آن از سه نوع ديگر بر اساس عدم توانايي آن در تشكيل اندول استوار است. هر چهار نوع اوره را تجزيه كرده و آمونياك بوجود مي آورند، بعضي از سوشهاي پروتئوس ولگاريس با برخي از ريكتزياها در داشتن آنتي ژني اشتراك دارند و اين دليل پيدايش آنتي كورهائي را بر عليه پروتئوسها در بيماري تيفوس (واكنش Well – Felix) و Scrub typhus , Rocky Mounta in spotted fever توصيه مي كنند، ارگانيسهاي گروه پرويدانس با ارگانيسهاي جنس پروتئوس شباهت نزديكي دراند و تنها تفاوتشان در اين است كه قادر به ايجاد داوره از نيستند.

اپيدميولژي و پاتوژنسيتيه:

   ارگانيسها متعلق به جنس پروتئوس به طور طبيعي در خاك و آب و زباله يافت مي شوند و بخشي از فلور طبيعي مدفوع را تشكيل مي دهند، گاهي آنها در ايجاد  اسهال اپيدميك اطفال دخيل هستند ولي مدارك همگي بر عليه اين عقيده در دست نيست.

  اين ارگانيسم اغلب از كشت زخمهاي سطحي ترشحات گوش و خلط بويژه در بيمارانيكه آنتي بيوتيك دريافت نكرده اند بدست آمده و جانشين فلور حساس مي‏شود كه توسط اين دارو ها ريشه كن مي گردد. پروتئوسها غالباً در بافتهايي كه قبلاً ضايعه ديده اند مستقر مي گردند و در آنجا  واكنش اگزو داتيو آماسي و تيپيكي بوجود مي آورند.

تظاهرات باليني:

   پروتئوسها بندرت بطور اوليه به نقطه اي از بدن تهاجم پيدا مي كنند ولي در نقاطي كه قبلاً توسط ارگانيسهاي ديگري دچار آلودگي شده ايجاد بيماري نمايند، اين نقاط عبارتند از:

پوست، گوشها و سينوسهاي ماستوئيد، چشم، حفره صفاتي ، استخوان، مجراي ادراري، مننژ، ريه و جريان خون.

عفونتهاي جلدي:

    پروتئوسها اغلب از زخمهاي حاصل از جراحي، بخصوص بعد از درمان ضد ميكروبي ايزوله مي شوند ، مشروط بر اينكه بافتها زنده بوده و اجسام خارجي موجود نباشند لطمه اي به  التيام طبيعي زخم وارد نمي كنند، سوختگي ها، زخمها واريسي و زخمهاي ناشي از بستري طولاني (decobitus) گاهي با پروتئوسها آلودگي پيدا مي كنند و اغلب ارگانيسهاي گرم منفي ديگر با استافيلوكوكها نيز در ا ين آلودگي دست دارند.

عفونتهاي گوش و سينوسهاي ماستوئيد:

   وجود پروتئوسها دراوتيت گوش مياني و ماستوئيديت مي تواند سبب تخريب وانهدام وسيع گوش مياني و سينوسهاي ماستوئيد گردد. ترشح متعفن گوش (fetod otorrbea)، كلمه استسئاتوم و بافت گرانگولاسيون، كانون مزمني از  عفونت در گوش مياني و داخلي و ماستوئيد بر پا مي‏كند كه به دنبال آن كري عارض مي‏شود. فلج عصب صوتي (Parakysis of the - facial nerve) يكي از  عوارض اتفاقي بيماري است. خطر بزرگ اين عفونتها در توسعه آنها بدرون (intracranial entensien) است كه موجب ترمبوز سينوس جانبي مننژيت، آبسه مغز و باكتريمي مي گردد.

عفونتهاي چشمي OCULAR INFECTIONS:

   عفونت پروتئوسي مي تواند موجب بروز زخم قرنيه (OCULAR INFECTIONS) شود. اين كيفيت معمولاً بدنبال وارد آمدن ضربه به چشم پيش آمده و گاهي منجر به پان افتالمين و تخريب كره چشم مي گردد.

پريتونيت:

   از آنجائيكه پروتئوسها بخشي از فلور طبيعي روده را تشكيل مي‏دهد گاهي بدنال پرفوراسيون احشاء يا انفاركتوس مزانتريك مي توان آنها را در حفره صفاقي پيدا كرد.

عفونتهاي مجاري ادراري:

   پروتئوسها علت شايع عفونتهاي مجاري ادراري هستند كه معمولاً در بيماران مبتلا به باكتريوري مزمن كه تعداد زيادي از آنها قبلاً دچار اوروپاتي انسدادي بوده سابقه اسباب گذاري در مثانه و روده هاي مكرر شميوتراپي داشته اند ديده مي شود، اين ارگانيسم چنانچه مجاري ادراري از نظر آناتومي دچار اختلالي نباشد بندرت بيماريزايي دارد مگر گاهي در بيماران مبتلا به ديابت قندي همچنين پروتئوسها را اغلب مي توان از گشت ادرار باكترويوريك بيماراني كه دچار سنگ كليه يا مثانه هستند به دست آورد، اين امر احتمالاً مربوط به خاصيت آمونياك زائي اين ارگانيسم است كه موجب قليايي شدن ادرار شده و محيط مساعدي براي تشكيل سنگهاي فسفات- منيزيم- آمونيم بوجود مي آورد.

باكتري يمي:

  تهاجم پروتئوس به جريان خون خطرناك ترين تظاهر غفونت با اين ارگانيسم است. در 75 درصد از موارد راه ورود ميكروب را مجاري ادرار تشكيل مي‏دهند، و در بقيه موارد مجراي صفراوي لوله معدي روده است، گوش و سينوسها، پوست، كانونهاي اوليه به شمار مي روند.

  غالباً قبل از باكتريمي پروتئوسي، سسيتوسكوپي، سوندگزاري، پشيابراه رزكسيون پروستات از راه پيشيابراه.

Transurethral prostatic resection

  يا اقدامات جراحي ديگر صورت گرفته است. از لحاظ باليني، نشانه ها، علائم و يافته هاي آزمايشگاهي سپتي سمي پروتئوسي يعني تب شديد، سوز، شوك آبسه هاي متاستاتيك، لكوسيتوز و ندرتاً ترومبوسيتوپني، از تهاجم عفونتهاي ناشي از ساير باكتريها گرم منفي بخون غير قابل تفكيك است.

تشخيص:

   تشخيص عفونتهاي پروتئوسي به كشت ارگانيسم از خون، ادرار،يا اگزودا، و تعيين هويت آن به كمك تست هاي بيوشيميايي مناسب، بستگي دارد، تفكيك پروتئوس ميرابلس كه اندول منفي است از پروتئوس مرگاني و رتگري و ولگاريس كه اندول مثبت اند حائز اهميت است، زيرا فقط ميرابليس در برابر اثر پني سيلين و بيماري انتي بيوتيك ديگر حساسيت دارد، پروتئوسها اغلب در عفونتهاي همراه با پاتوژنهاي ديگر يافت مي شوند. لازم است جهت ايزولاسيون ساير ارگانيسها كه در يك محيط با پروتئوسها رشد مي‏كند دقت خاص مبذول شود چه در غير اين صورت رشد پراكنده پروتئوس انها را از نظر مخفي مي دارد.

  همچنين خاصيت رشد پراكنده اين ارگانيسم گاهي تفسير تستهاي حساسيت آنتي بيوتيكي را دشوار مي سازد.

درمان:

   اكثر سوشهاي پروتئوسي ميرابليس نسبت به غلظا زياد پني سيلين (10 واحد يا بيشتر براي هر ميلي ليتر) و نيز آمپي سيلين، كارپني سيلين، كانامايسين، سفالوتين و كلرامفيل حساسند. باكتريوري پروتئوسي را مي توان در جريان درمان باهر يك از اين داروها بسهولت ريشه كن نمود و براي اين منظور آمپي سيلين با دوز 5/0 در هر 4 تا 6 ساعت بسيار مؤثر مي باشد.

   در عفونتهاي شديد درمان بايد بشكل تزريقي باشد و براي اين منظور چنانچه در فونكسيون كليه اختلالي نباشد. لازمست مقدار 6 تا 12 گرم آمپي سيلين يا 20 ميليون واحد پني سيلين G همراه با 1 تا 5/1 گرم كانامايسين در روز تجويز گردد.

   شواهد موجود به خوبي نشان مي دهند كه كانامايسين در عفونتهاي 
پروتئوسي با آمپي سيلين و پني سيلين اثر سينرژيسم داشته و نيز كلرامفينيتل عليرغم اثر مطلوبي Invitro نشان ميدهد، ممكن است مفيد واقع نشود، نظر به وجود مقدار زياد داروي مؤثر ديگر جائي براي استفاده از كلر امفيكل در عفونتهاي پروتئوس باقي نمي ماند، بطور كلي تمام سوشهاي پروتئوسي در مقابل تتراسيكلين مقاومند، باستثناء ميرابليس و باسيلهاي پرويدانس اكثر پروتئوسهاي ديگر فقط به كانامايسين حساسيد دارند، چنين به نظر مي رسد كه جنتامايسين كه آمينوگليكوزيد جديد تري است بر پروتئوس هاي اندول مثبت چه در محيط خارج از بدن و چه در بدن داراي اثر بسيار مفيديست، بعلاوه گرچه آمپي سيلين و پني سيلين به تنهايي بر پروتئوس اندول مثبت بي  اثرند. معهذا مجموعه هر يك از اين داروها با كانامايسين كه يك پني سيلين نيمه صناعي است بر اكثريت پروتئوسها اندول مثبت مؤثرند.

     در عفونت پروتئوس مانند هر عفونت گرم منفي ديگر بايد دقت خاصي جهت درناژجرك برقراري تعادل آب و الكتروليت و درمان كلاپس گردش  خون مبذول گردد.

1-هدف:

    پي بردن به خصوصيات بيوشيميايي دستجات مختلف پروتئوسها مي باشد كه از جمله ميرابليس و مرگاني مي‏باشند و در مقام مقايسه قرار دادن اين دو گونه كه ميزان ترشح آنزيم اوره آز كداميك بيشتر و كدامشان در شرايط معمولي توليد آنزيم مينمايند وكدام در مجاورت اوره اين كار را انجام مي دهد و زمان تقسيم يا رشد آنها در مجاورت با اوره چه اختلافي با يكديگر دارند و همچنين پي بردن به اينكه كداميك در رقابت مصرف مواد غذايي بهره منداست، در اين رابطه با مدت زمان تقسيم سلولي ارگانيسم مي باشد و نكته بعدي اينكه ميزان توليد اوره آز در ميرابلس و مرگاني به چه نحو است و كداميك بيشتر توليد مي نمايند.

مواد و روشها:

     كشت خطي بر روي محيط هاي SS و Mc Conkey و قرار دادن در اتو 37 درجه به مدت 24 الي 18 ساعت و يادداشت نمودن مشخصات كلني هاي بدست آمده از سوي بليت هاي SS را وزن نموده و در 250 درجه سانتي گراد آب حل كرده و روي چراغ گذشته و مرتباً با همزن هم مي زنيم تا كاملاً پودر حل گردد و زمانيكه به نقطه جوش رسيد 1 تا 2 دقيقه در جوشيدن باقي مي ماند و بعد چراغ الكلي راخاموش مي نماييم تا محلول تا حدودي سرد شود.

     احتياج به اتو ندارد و بعد در پليت هاي استريل تقسيم نموده

طرز تهيه محيط Mc Conkey:

   محيط مكانكي را وزن نموده در آب حل مي نمائيم و مي جوشانيم و بمدت 15 دقيقه در حرارت121 درجه سانتي گراد و فشار 15 اتو كلاو مي نماييم، بعد از بيرون آوردن از اتوكلاو در پليت هاي استريل تقسيم بندي مي نماييم و بعد از بسته شدن در پليت آنها را در يخچال نگهداري مي كنيم.

   كشت كلني هاي جديد از روي محيط Mc Conkey و SS بر روي TST 

Slant و محيط TST همانطور كه قبلاً ذكر كرده ايم داراي سه نوع قند گلوكز لاكتوز و سوكروز بهمراه فنل رد و سولفرو آهن مي باشد كه جمعاً تخمير قندها و توليد SH2 در (سياه شدن ته لوله) در محيط را نشان مي‏دهد و لوله ها را در اتو 37 درجه سانتي گراد بمدت 24-18 ساعت قرار مي دهيم و سپس خصوصيات هر يك از لوله هاي مذكور را يادداشت مي نمايئم.

كشت بر روي محيط ژلز ساده:

  كشت تك كلني هر گونه از جنس پرتئوس بر روي محيط ژلز ساده Slant وكشتها اتو c 370 درجه سانتي گراد بمدت 24 ساعت قرار داده وبعد از اين مدت با استفاده از 5ml سرم فيزلژي زمان در هر كدام از لوله ها محلول سوسپانسيون سرم و ميكروب رشد يافته مي نمائيم،  از سه سوش طي شماره هاي 139 / 1    P. M/ 3 و 120 / 4 براي استفاده در مرحله چهارم استفاده از تستهاي اختصاصي:

   استفاده از تستهاي اختصاصي براي پي بردن بخصوصيات بيوشيميايي هر گونه به نام Api سيستم. كه تشكيل شده از 10 عدد قايقكهاي مخصوص هر تست قايقك شماره 1 تست ONPG كه مخفف كلمه ارتونيتروفنيل بتا- گالاكتوز پيدا نسيداز (Orto – nitrophny 1  beta – glactopyranoside  ) در صورت ايجاد رنگ زرد نتيجه آزمايش + است و اين به علت آزاد شدن ارتونيتروفنل مي باشد. يعني باكتري داراي آنزيم تخمير لاكتوز است و جزء باكتري هاي لاكتوز (+) دسته بندي مي گردد.

آزمايش ONPG :

  آزمايشهاي استاندارد براي تخمير لاكتوز مي توانند نشان دهند كه لاكتوز به دو قند متشكله يعني گلوكز و گالاكتوز تجزيه شده است ولي اين آزمايشها تنها درصورتي كافي هستند كه باكتري مورد آزمايش هم داراي لاكتز پرمه آز (Lectose permease) و هم داراي بتا -گالاكتوزيداز (- galoctosidase) آنزيمي است كه مسئول شكستن لاكتوز مي باشد.

  اين آنزيم درون سلولي به نام لاكتاز نيز خوانده مي‏شود و در  گروه كلي آنزيمهايي قرار دارد كه هيدورلاز ناميده مي شوند. دسته اي از اين باكتري ها اين آنزيم را توليد مي كنند ولي آنزيم «لاكتز پرمه آز» را به وجود نمي آورند. «لاكتزا پرمه آز» به مولكول لاكتز امكان مي دهد كه وارد سلول شود. در صورتيكه يك باكتري داراي آنزيم  «بتا-كالاكتوزيداز» بوده ولي فاقد «لاكتز پرمه آز» باشد، به آزمايشهاي استاندارد لاكتز پاسخ منفي خواهد داد. آزمايش ONPG به منظور شناسائي باكتريهائي انجام مي گيرد كه داراي آنزيم «بتا گاكتوزيداز» بوده ولي فاقد «لاكتز پرمه آز» مي باشند.

   شناسائي فعاليت «بتا-گاكتوزيداز» در اين دسته از باكتريها با استفاده از اورتونيتروفنيل – بتا – د – گالاكتوزيداز D  Onitritrophenyl – galoctoside – حداكثر فعاليت «بتا-گاكتوزيداز» به صورت استخراج شده در PH تا مي باشد، O دامنه PH  آنزيم در سلول ممكن است وسيعتر باشد. O – نيتروفنيل در PH  قليايي- زرد است، اگرچه اين ماده يك اسيد ضعيف است محيط كشت بايد با PH شده ياقليايي باشد زيرا اسيد تفكيك نشده بيرنگ است. حدود 5/7 مناسب است زيرا O – نتيرو فنيل را از حالت زرد نگاهداشته و هر چند براي فعاليت «بتا-گاكتوزيداز» مناسب است برتري ديگر ONPG بعنوان «فرولايه» براي بتا گالاكتوز اين است كه نسبت به هيدورليز  ONPGبسيار بالا است در حضور مقادير زياد آنزيم ONPG ممكن است در مدت چند دقيقه هيدروليز گردد و رنگ زرد در همين زمان پديدار مي‏شود. 

   سلولهاي دست نخورده داراي فعاليت زياد  «بتا-گالاكتوزيداز» مي باشد و با به كار بردن مقدار زيادي از باكتري كه قبلاً كشت داده شده و  اين آنزيم را قبلاً توليد كرده باشند و استفاده از حجم كم «فرولايه» آزمايش معمولاً در مدت 1 ساعت مثبت خواهد شد، امروزه به خوبي پذيرفته شده است. كه . «بتا-گالاكتوزيداز» يك آنزيم «القا پذير» مي‏باشند. اگر چه در بعضي از انواع جهش يافته Ecoli ممكن است «ساختماني» باشد، گلوكز براي . «بتا-گاكتوزيداز» يك بازدارنده است و نشان داده شده باكتري ها كه در حضور گلوكز  (ONPG) امكان پذير مي باشد. ONPG بوسيله همان آنزيمي كه لاكتز را هيدروليز مي‏كند تجزيه مي گردد (1) و توسط «لدربرگ» (ledorberg) (2) از آزمايشهائي كه بر روي بتا – گالاكتوزيداز انجام گرفت، استفاده شد.

   يكي از مزاياي استفاده از ONPG در نشان دادن فعاليت بتا – گالاكتوزيداز در اين است كه ONPG بيرنگ است ولي يكي از مواد حاصل از هيدروليز آن يعني

 O – nitrophene زرد رنگ مي باشد. بنابراين تغيير رنگ محيط از بيرنگ به زرد نشان وجود فعاليت بتا – گالاكتوزيداز و مثبت بودن آزمايش مي باشد واكنش مربوط در زير نشان داده شده است.

كشت داده شده اند در مقايسه لاكتز فعاليت با كمتر آنزيمي دارا هستند، در آزمايش ONPG آن چنان كه توسط «اونيگ» شرح داده شد باكتري ها بايد در محيط كشت لاكتزادار مانند TST كشت داده شوند.

 هيدورژن سولفوره Hydrogen sulphide :

   باكتريها ممكن است از تركيبات آلي گوگرد دار كه در پيتون محيطهاي كشت وجود دارد و يا تركيبات معدني گوگرددار كه به محيط افزوده شده اند 
[image: image18.wmf]2
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  توليد نمايند كه نشان دهنده توانايي باكتري در احياء گوگرد و تبديل آن به سولفيد مي باشد، گروهي از دانشمندان بدني باورند كه توليد 
[image: image19.wmf]2
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 از تركيبات آلي به علت وجود آنزيم «سيستن و  سولفيداز» كه قبلاً سيستئسيناز ناميده مي شد مي باشد كه بر روي سيستين موجود در پيتون اثر مي‏كند واكنش كلي را ميتوان به صورت زير نشان داد.

 EMBED Equation.3  
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سيستين نيز ممكن است بعنوان منبعي براي توليد 
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 مورد استفاده قرار گيرد. ولي ابتدا بايد به سيستئين تبديل شود،  دسته ديگري پيشنهاد كرده اند كه آنزيم سيستئين و سولفيداز مشابه سيستاتيوناز (Cystathionase Cystathionase) مي باشد. و منبع گوگردي در واقع بيشترسيستين است با سيستئين بنابراين در يك محيط شيميايي با فرمول مشخص كه منبع گوگردي آن سيستئين است براي توليد 
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 سيستئين بايد اكسيده شده و به سيستئين تبديل گردد اگرچه اين پژوهندگان تذكر داده اند كه در سلولهاي سالم راههاي ديگري نيز براي توليد 
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 ممكن است وجود داشته باشد.

   چنانچه قبلاً گفته شد توليد 
[image: image26.wmf]2

SH

 مي تواند توسط تركيبات معدني گوگرد دار نيز توليد گردد. تيلي (Tilley) دريافت كه ميزان گوگرد احيا پذير در پيتونها بسيار متغير است. به نظر او اضافه كردن تيوسولفات بعنوان منبع كه بين اين اختلاف را جبران خواهد كرد ولي توصيه مي گردد كه به محيطهاي كشتي كه براي آزمايش توليد 
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 به كار مي روند تيوسولفات افزوده شود.

   محيطهايي كه مي بايد به طور معمول براي مشاهده توليد 
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 به كار مي روند مانند محيطهاي سه قندي آهن دار  (TSI) و محيط آهن دار كليگلر (Keligler) در تركيب خودداري تيوسولفات به عنوان منبع معدني گوگرد مي‏باشند «تاري» Tarr دريافت كه توليد 
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 ازتيو- سولفات از راه مكانيسم ديگري صورت مي‏گيرد كه با توليد 
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 از سيستئين متفاوت مي‏باشند . به نظر مي رسد كه تيوسولفات در حضور يك آنزيم باكتريائي (احتمالاً يك تيوسولفات ردوكتاز) و يك عامل احياء كننده كه مي تواند به عنوان هيدورژن عمل كند احيا شده و به سولفيد تبديل گردد. تركيباتي مانند سيستئين و گلوتاتيون مي تواند بعنوان دهنده هيدورژن عمل كنند واكنش كلي را مي توان به شرح ذيل نشان داد:
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   از آنجائيكه در واكنش توليد 
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 از تركيبات آلي و يا معدني گوگرددار آنزيمهاي مختلفي دخالت دارند، نتايج آزمايشهاي 
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 برحسب نوع محيط و تركيب آن فرق خواهد كرد، به عنوان مثال E . Coli  در محيط TSI هيدروژن سولفوره توليد نمي كند ولي در محيطي كه داراي مقادير زيادي سيتئين باشد ممكن است هيدورژن سولفوره توليد كند. بنابراين مسلم است كه نتايج آزمايش توليد  
[image: image34.wmf]2
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 تنها زماني مي تواند با يكديگر مقايسه شوند كه در همه موارد محيط كشت يكسان بكار رفته شود. تغيير ديگري كه در آزمايشهاي توليد 
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 وجود دارد نوعي معرفي است كه براي شناسايي 
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 به كار مي رود، املاح سولفيد بسياري از فلزات سنگين همچون سرب بسيموت و آهن سياه رنگ مي‏باشند و از اين رو املاح هر يك از اين تغييرات در آزمايش به كار رفته است. زوبل (Zobell) و فلتن (Falthan) شايستگي هر يك از اين فلزات را مورد ارزشيابي قرار داده و دريافتند كه از اين ميان املاح آهن از همه بهتر بوده و مانع از رشد باكتري نمي شود. محيطهايي چون TSI  و گيلگلر داراي املاح آهن دو ظرفيتي مي‏باشند. ين هاي قرمز با تركيب شده و رسوب سياهرنگ سولفيد فرو را توليد مي نمايند و محيطهايي  كه داراي املاح فريك هستند نيز دراثر تشكيل 
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 رسوب سياهرنگ توليد مي نمايند زيرا پس از اتوكلاو كردن محيط كشت ورشد ميكرو ارگانيسم‌ها به علت تغيير پتانسيل اكسيداسيون و احياء ين هاي فريك وفرو هر دو در محيط وجود خواهند داشت. (8)، اگر چه استارت سرب معرف بسيار حساسي به شمار مي رود ولي وجود آن در محيط كشت از رشد تعدادي از باكتريها جلوگيري مي‏كند ولي اگر نوارهاي كاغذي آغشته به استات سرب در بالاي محيط كشت قرار گيرد توليد شده كه فرار مي باشد باآن تركيب شده و كاغذ را سياه رنگ مي گند امروزه نيز روش نوارهاي كاغذي آغشته به استات سرب حساسترين روش براي شناسائي توليد 
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 در صورت وجود يك تركيب احيا پذيري گوگردي در محيط كشت ميباشد، اگرچه اين احتمال نيز وجود دارد كه حساسيت بيشتر از اندازه استات سرب ممكن است در اثر تركيب اين ماده با تركيبات ديگر گوگردي حاصل  از متابوليسم بجز 
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 مي باشد. رادلر (Radler) و همكارانش نشان دادن كه در مورد E . Coli رنگ سياه توليد شده در آزمايش استات سرب ناشي از تركيب مركاپتانهاي Mercoptanes توليد شده از سيستئين مي باشد. آنها نتيجه گيري كردند كه آزمايشهاي توليد 
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 تنها بايد از املاح آهن استفاده كرد زيرا اين املاح با مركاپتننها تركيب نمي شوند. 
[image: image41.wmf]2

SH

 مطالعات آنها لزوم آزمايشهاي بيشتر در مورد استات سرب را به عنوان يك معرف 
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 نشان مي‏دهد.

  يادآوري مي گردد كه توليد  
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 يك ويژگي مطلق نيست بسياري از ميكروارگانيسمها قادر به توليد 
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 و در صورتيكه روشهاي بسيار حساس به كار برده مي‏شود ميتوان وجود 
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 را شناسائي كرد به عنوان مثال احتمالاً تمامي افراد خانواده انتروباكترياسه ها توانائي توليد 
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 را دارا مي‏باشند اگر چه با بعضي از روشها، اين توانايي قابل جستجو نيست از اين رو در شناسائي  ميكروارگانيسها لازم است كه از روش توصيه شده استفاده گردد:

آزمايش د آميناز: DEAMINASE TESTS                                                             
   توانائي باكتري هاي جنس پرتئوس Providence , Protous در دآمينه كردن تعدادي از  اسيد هاي آمينه يكي از روشهاي بازشناسي اين باكتري  ها از باكتري هاي ديگر خانواده اند و باكترياسه ها مي‏باشند. در اوايل سده بيستم تعداد زيادي از پژوهشگران متابوليسم اسيدهاي آمينه توسط باكتري ها را مورد مطالعه قرار دادند. «برانهايم» (Bornhein) و همكارانش در سال 1935 با به كار گرفتن يكي از سويه هاي Proteus توانائي اين باكتري را در اكسيده كردن اسيدهاي آمينه مورد مطالعه قرار دادند  و دريافتند كه تمام ايزومرهاي نوري طبيعي بيش از 10 اسيد آمينه كه توسط آنها مورد آزمايش قرار گرفته بودند، توسط اين باكتري اكسيده شده،  اين پژوهشگران اظهار داشتند كه اكسيداسيون اين اسيد آمينه با دآمينه شدن آنها همراه است. در اين آزمايش ها از كشت 18 ساعته پروتئوس كه بر روي محيط شيبدار عصاره گوشت كشت داده شده بود استفاده گرديد، اين پژوهشگران اين كشت را كشت آسوده پروتئوس (Restring cululture) ناميدند، سوسپانسيون فسفات باكتري ها به طور جداگانه به لوله هايي كه اسيد هاي آمينه به طور جداگامه در بافر فسفات حل شده بودند افزوده گرديد. و ميزان شدت توليد اكسيژن توسط دستگاه واربورگ اندازه گيري شد. PH «دلخواه» Optimam براي اكسيداسيون اسيدهاي آمينه بين 2/7 – 3/8 تعيين گرديد. استامپ (Stumpf) وگرين، Green نيز در سال 1944 به طور جامع تروروشهاي گاز سنجي را براي مطالعه آنزيم اكسيداسيون پروتئوس ولگاريس به كار بردند. اين دو آزمايش هاي خويش هم از سلولهاي دست نخورده باكتري و هم از عصاره هاي بدون سلول باكتري استفاده كردند، آنها اين آنزيم را ال- آمينو اسيد اكسيداز (L- amino acid oxidaxse) ناميدند. كه اين نامگذاري تا امروز نيز معتبر است. اين پژوهشگران دريافتند كه از 22 اسيد آمينه مورد آزمايش 11 اسيد آمينه توسط آنزيم آمينو اسيد اكسيداز دآمينه مي‏شود و سريعترين واكنش در مورد فنيل آلانين رخ ميدهد. آنها متوجه شدند كه سرعت واكنش  دآميناز در اسيدهاي آمينه غير منشعب بستگي به تعداد اتمهاي كربن موجود دارد و اسيدهاي آمينه اي كه داراي 6 اتم كربن هستند كه اكثر سرعت را دارا مي باشند در اسيدهاي آمينه حلقوي سرعت واكنش بستگي به تعداد اتم هاي كربن موجود در زنجيره كناري دارد و از اين ميان فنيل آلاتين با دارا بودن 3 اتم كربن در زنجيره كناري سريعتر از همه اسيد آمينه هاي آزمايش شده، اكسيده مي گردد اسيد آمينه هاي آمينه اي كه داراي تعداد اتمهاي كربن كمتر هستند توسط آنزيم اكسيده نشده واسيدهاي آمينه اي كه داراي اتمهاي كربن مي‏باشند با سرعت بسيار كمتري اكسيده مي گردند، استامپ و گرين فرمول زير را براي اكسيداسيون اسيدهاي آمينه توسط آنزيم آمينواسيد اكسيداز پيشنهاد ذكر كردند.
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به منظور تأئيد صحت اين تعادل استامپ و گرين تركيبات هيدرازون كتواسيدهاي حاصل را تهيه كردند «هنريكين» و كلاس (3) تلاشهاي خود را بر روي متابوليسم فنيل آلانين توسط سويه هاي Proteus متمركز ساختند و در سال 1938 روش سريعي براي جستجوي فرآورده انتهائي دآميناسيون اكسيد اتيو اين اسيدآمينه يعني اسيد فنيل پيرويك ابداع كردند – سوسپانسيون غليظي از باكتري مورد آزمايش در يك محلول بافرنمكي كه داراي ال – فنيل آلانين بود تهيه گرديد و وجود اسيد فنيل پيروويك را با افزودن سولفات آمونيم فريك نشان دادند. در صورت وجود اسيد فنيل پيروويك در محيط رنگ سبز توليد مي گردد، نتايج مثبت در مدت 1 دقيقه به دست مي آيد ولي حد اكثر توليد رنگ پس از يك ساعت از گرمخانه گذاري حاصل مي شود، در سال 195 هنريكين (4) در اين روش تغييرات كوچكي داد، از جمله زمان گرمخانه گذاري را به چهار ساعت افزايش داد.

   در سال 1995 سينگر و ولگاني (5) كلروفريك را جايگزين سولفات آمونيم فريك كردند.

آنها باكتري مورد آزمايش را در محلول نمكي قرار داده و به آن از محلول نمكي اسيد آمينه مورد آزمايش را به حجم برابر افزودند و مخلوط را به مدت 15-30 دقيقه در دماي اتاق توسط شيكر تكان دادند و سپس چند قطره كلروفريك به آن اضافه كردند، اين پژوهشگران تعداد زيادي از باكتري هاي خانواده انترو باكترياسه ها از جمله گونه هاي پروتئوس و پرويدانسياها را مورد مطالعه قرار دادند، بر پايه آزمايش هاي آنها روشن گرديد كه گونه هاي مذكور مي توانند اسيد آمينه هاي ايزولوسين هستيدين، مالوسين، نورلوسين، ميتونين، نوروالين، تريبتوفان و فنيل آلانين را دآمينه كنند. افزودن كلرورفريك به سوسپانسيون باكتري و اسيدآمينه رنگهاي متفاوتي توليد مي‏كند كه به كتواسيد بوجود آمده بستگي دارد. بعنوان مثال اين رنگ براي هستيدين سبز براي لوسين بنفش خاكستري، براي ايزولوسين نارنجي، براي نورلوسين نارنجي، براي ميتونين بنفش براي نوروالين نارنجي و براي فنيل آلانين  سبز مي باشد. در مورد تريپتوفان بعلت توليد اندول 3- پيروويك اسيد، رنگ قرمز آلبالوئي توليد مي گردد و از آنجائيكه اين رنگ پايدار مي باشد اين پژوهشگران توصيه كردند كه تريپتوفان براي فنيل آلانين در آزمايشهاي روتين مورد استفاده قرار گيرد، زيرا رنگ توليد شده با اين فريك و اسيد فنيل پروويك كه فرآورده د آمينه شدن فنيل آلانين است بسرعت زايل مي گردد. نكته جالب توجه اين است كه در مورد اسيدآمينه هاي آلانين، آرژنين، اسيد اسپارتيك، سيستئن، سيسيتين، گليسين، ليزين، اورنيتئن، هيدروكس پرولين، سرين، تراونين، والين، و تيروزين پس از گرمخانه گذاري با گونه هاي پرتئوسي و پرويدانسها رنگ توليد شده توسط كلروفريك تقريباً همرنگ معرف بوده و به آساني از آن تميز داده نمي شود. پژوهشهاي بسياري در مورد فعاليت فنيل آلانين دآميناز پروتئوس و پرويدانسها انجام گرفته است. شاو (Shaw) و كلارك محيط آبگوشتي ساختند كه در آن مالونات همراه با فنيل آلانين بكار رفته بود، اوينگ (Eving) ديويس (Davis) ريويس (Reavis) (V) اين محيط را مورد ارزشيابي قرار دادند و  توصيه كردند كه اگر فقط مايع بكار برده مي‏شود آبگوشت مالونات و فنيل آلانين بطور جداگانه بايد مورد استفاده قرار گيرد بخشي از مطالعه آنرا بر روي محيط فنيل آلانين آگار تشكيل مي داد توليد اسيد فنيل پيروويك در اين محيط پس از 4 ساعت گرمخانه گذاري قابل تشخيص بود و رنگ توليد شده در اثر افزودن كلرور- فريك در محيط آگار بيش از محيط مايع پايدار بود.

   پس از پژوهشهاي « واسيلياديس Vasiliadis و پوليتي ، ادرر » (Ederer) و همكارانش (9) دريافتند كه مي توان فنيل آلانين و اوره را همراه با هم در بافري كه داراي عصاره مخمرو فنيل رد به عنوان معرف باشد براي تشخيص Proteus از پرويدانس به كار برد در اين محيط باكتري هاي اوره آز مثبت رنگ صورتي سير توليد مي كنند، پس از خواندن نتيجه آزمايش، اوره محيط را با افزودن چند قطره اسيد كلرئيدريك رقيق، اسيدي كرده و سپس چند قطره محلول كلروفريك بدان افزوده مي گردد. در صورت توليد اسيد فنيل پيروويك رنگ سبز توليد مي گردد. هنگاميكه «ادوارد» Edvards و (فيف) Fife (10) در سال 1961 محيط ليزين آگار آهن دار (Lisine Iron Agar) را مورد استفاده قرار دادند هدف اصلي آنها شناسائي باكتريهاي بيماريزا روده اي همچون Salmonella و Arijona بود كه مي توانند ليزين را دكربوكسيله نمايند.

  اين واقعيت كه باكتريهاي جنس پروتئوس و پرويدانس از نظر ليزين دكربوكسيلاز منفي بوده و از باكتريهاي  ديگر اين خانواده متمايز مي‏باشند يك تصادف مطلوب  به شمار آمده، پروتئوس و پرويدانس در محيط ليزين آگار آهن دار، عمق محيط را زرد و سطح آنرا قرمز مي كنند اگر معرف از محيط كشت حذف گردد سرتاسر محيط نارنجي رنگ مي شود، بنا به نظر اين پژوهشگران در اثر دآمينه شدن ليزين توسط پروتئوس و پرويدانس رنگ نارنجي توليد مي گردد كه در حضور معرف بنفش، برموكرزول باعث قرمز رنگ شدن محيط مي شود. به منظور تجسم واكنشهائي كه در آمينه شدن فنيل آلانين و تريپتوفان روي مي دهد فرمول اين اسيدهاي آمينه هاي حاصل و كمپلكس رنگي كه با افزودن ين فريك به محيط متشكل مي گردد و در زير نشان داده شده است.

ماهيت دقيق  كمپلكس هاي رنگيني كه توسط فنيل پيروويك اسيد واندول پيروويك اسيد بوجود مي آيند، شناخته نشده است. سيفر (Sifer) و هريس (Harris)H اظهار كرده اند كه واكنش فنيل پروويك اسيد باين فريك ممكن ناست شبيه به واكنش كلروفريك و تيوسوفلفات بوده و به صورت زير  نشان داده شود.

  سبز و ‎آبي             ------------
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اين دو پژوهشگر XA را يك فرآورده برگشت پذير اكسيداسيون و فرآورده نهايي توصيف مي كنند كه ديگر باين فريك تركيب نمي شوند. 

   اين نظريه به توضيح اين مطلب كمك مي كند كه چرا پس از افزودن ين فريك به محيط و كامل شدن واكنش در اثر اضافه كردن مقادير بيشترين فرو يا فريك محيط رنگ توليد نمي گردد، واكنشهاي رنگين اندول پيروويك اسيد با ين فريك ممكن است مشابه آنچه كه گفته شد باشد اگر چه پايداري  رنگ قرمز، آلبالوئي نشان مي دهد كه حساسيت تعادلي كمتر  مي باشد.

  اگرچه واكنش  دآمينه شدن بسياري از اسيدهاي آمينه  از جمله فنيل آلانين و تريپتوفان بخوبي شناخته شده در مورد ليزين مسئله متفاوت است. نخستين فرآورده هاي دآمينه شدن ليزين Mister – beto – E – aminocaproic acid است ولي «ميستر» (Meister) اشاره مي كند كه اين تركيب به طور خود به خودي به  -Piperideine – 2 – Carboxylic acid تبديل مي گردد. اين واكنش در زير نشان داده شده است:

   در حال حاضر اسيد آمينه فنيل آلانين بيشتر از تمام اسيدهاي آمينه ديگر در آزمايشهاي آمينه اسيد اكسيداز باكتريهائي  به كار مي رود و نقش مهمي  در شناسائي باكتريهاي خانواده انتروباكترياسه ها ايفا مي كند اگر چه كمپلكس آلبالوئي رنگ اندول پيروويك اسيد با ين فريك كه نتيجه اي از د آمينه شدن تريپتوفان است بيش از رنگ توليد شده در اثر دآمينه شدن فنيل آلانين پايدار است ولي تريپتوفان كمتر مورد آزمايش قرار گرفته است. چون بهاي آن گرانتر بود.

اوره آز:UREASE TEST                                                                             

    آزمايش اوره آز به طور معمول براي شناسائي باكتريهاي جنس پروتئوس مورد استفاده قرار مي گيرد. ولي  باكتريهاي ديگيري نيز كه از نظر پزشكي داراي اهميت هستند اوره آز توليد مي كنند، آنزيم اوره آز بر روي اوره  موجود در محيط كشت اثر كرده و آنرا به آمونياك انيدريدكربنيك و آب تبديل مي كند.

فرمول واكنش را مي توان به شرح زير نشان داد.

    آمونياك توليد شده باعث قليائي شدن محيط مي گردد، بنابراين با استفاده از يك معرف PH مي توان قليايي شدن محيط و در نتيجه توليد آمونياك را نشان دهد. رايج ترين معرف PH در اين آزمايش فنل رد مي باشد. فنل رد در 8/ 6 نارنجي  و در PH 1/8  برنگ صورتي سير ديده مي شود. 

   حساسيت آزمايش اوره آز را با استفاده از بافر مي توان تنظيم كرد. با استفاده از يك محيط ساده بشدت با فرشده «استوارت» و همكارانش دريافتند كه آزمايش اوره آز مي تواند براي پروتئوس اختصاصي باشد «روستيجيان» و استوارت سپس با كاهش مقدار بافر محيط توانستند نشان دهند كه يك آزمايش اوره آز مثبت اختصاصي براي Proteus را مي توان در مدت 2 تا 4 ساعت  بدست آورد. پروتئوس به طور مشخص مقادير زيادتري اوره آز در مقايسه با باكتريهاي ديگر توليد مي كند و بنابراين آمونياك توليد شده اضافي نمي تواند توسط بافر  موجود در محيط خنثي گردد. 

 از آنجائيكه آگاهي از توليد اوره آز در باكتريهاي ديگر به جز پروتئوس مي تواند مفيد باشد كريستنس Christensen محيط ديگري براي نشان دادن مقادير كم اوره آز ابداع كرد از مقدار بافر كاسته شد و پتيون و گلوكز به محيط افزوده گردد. تا رشد ميكروارگانيسها بهتر صورت گيرد، اين تغييرات باعث شد تا حساسيت  محيط اوره آز بسيار افزايش يابد.

    تعداد ديگري از روشها براي آزمايش اوره آز توصيف شده اند.

  حساسيت اين محيط ها بين محيط ارائه شده توسط روستيجيان و استوارت و محيط «كريستيسن» قرار دارد، اين حساسيت در درجه نخست به تعداد بافر موجود در محيط كشت بستگي دارد و انتخاب هر يك از آنها بستگي به نظر آزمايش كننده دارد.

   از آنجائيكه اساس كار در اين روشها بر تغيير PH محيط به طرف استوار است اين محيط ها براي اوره آز اختصاصي نيستند، اگر پيتون و يا تركيبات پروتئيني ديگر محيط داراي مقادير زيادي اسيدهاي ‌آمينه بازي باشند، در اثر هيدروليز پروتئين ها محيط ممكن است قليائي شود.

   برخي از باكتريها مانند سود موناس آرجينوس ممكن است با شكستن پيتون، آمونياك توليد نمايند كه باعث خواهد شد تا پاسخ آزمايش به طور دروغين (+) شود در اين موارد لازم است كه از باكتري مورد آزمايش در همان محيط ولي بدون اوره كشت داده شود و پس از پايان گرمخانه گذاري به عنوان شاهد با لوله هاي داراي اوره مقايسه گردد.

آزمايش وژپرسكوئر

         
VOGES – PROSKAUER (VP) TEST
  آزمايش وژپرسكوئر در شناسائي باكتريهاي خانواده انتروباكتريا سه ها به كار مي رود، باكتريهاي اين خانواده قادر به تخمير گلوكز مي باشند، به طور كلي دو راه براي تخمير گلوكز در انتروباكترياسه ها وجود دارد. يكي «تخمير اسيدي مخلوط» (Mixed acid fermntation) كه در آن مقدار زيادي اسيد فرميك، اسيد استيك، اسيد لاكتيك، اسيد سوكسينيك و اتانول توليد مي گردد و ديگري «تخمير بوتيلن گليكول» (Butylen glycol - fermentation) كه در آن مقدار ناچيزي از اين اسيدها توليد مي گردد ولي مقادير زيادي بوتيلن گليكول و اتانول بوجود مي آيد، «استيل متيل كاربيتول» يا «استوئين» ماده حد واسطي است كه براي بوتيلن گليكول تشكيل مي گردد. از آنجائيكه  در آزمايش وژپرسكوئر توليد استوئين جستجو مي شود، مثبت بودن آزمايش VP تأئيد وجود تخمير از راه توليد بوتيلن گليكول مي باشد.

   در سال 1898 «وژ » و «پرسكوئر» واكنش رنگيني را توصيف كردند. كه آنرا در شناسائي باكتريهاي روده اي مفيد تشخيص دادند. در مورد باكتريهاي جنس  Enterobacter  و Klebisella واكنش مثبت و در مورد Escherichia Coli واكنش منفي بود.  اين پژوهشگران باكتريها را در يك محيط قنددار كشت داده و پس از پايان گرمخانه گذاري پتاس به محيط كشت افزودند، آنگاه لوله ها را براي مدت 24 ساعت يا بيشتر  در دماي  اتاق قرار دادند، پيش از اين مدت در بعضي از لوله ها رنگ قرمز توليد گرديد و «وژ» و «پرسكوئر»  اين لوله ها را مثبت ناميدند.

   در سال 1906 «هاردن» (Harden) (3) نشان داد كه پيدايش رنگ قرمز در اثر وجود استيل متيل كاربيتول در محيط مي باشد، در حضور پتاس و …….. اكسيژن  اين ماده اكسيد شده و به دي استيل تبديل مي گردد كه با برخي از مواد موجود در محيط كشت تركيب شده و رنگ قرمز توليد مي كند دي استيل به تنهائي در حضور پتاس رنگ قرمز ايجاد نمي كند، بعدها معلوم شد كه يك گروه آزاد 
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NH

 از باقيمانده گوانيدين مانند آنچه كه در آرژينين موجود در پيتون وجود دارد براي پيدايش رنگ قرمز ضروري است.

   «اومرا» (O’Mearo) در سال 1931 دريافت كه افزودن كراتين به محيط كشت باعث افزايش توليد رنگ مي گردد، زيرا كراتين مقدار بيشتري گروههاي گوانيدين در دسترس قرار مي دهد، با استفاده از كراتين رنگ قرمز در مدت 15 دقيقه پديدار مي گرديد.

   در سال 1936 «باريت» (Barritt) با اضافه كردن آلفا – نفتول هنوز دقيقاً شناخته نشده است آنچه اهميت دارد اين است كه آلفا نفتول به حساسيت آزمايش افزود. بدون وجود آلفا- نفتول حداقل مقدار قابل شناسائي دي استيل ppm بود. با افزودن آلفا- نفتول حساسيت آزمايش 50 برابر افزايش يافت. نقش آلفا- نفتول پيش از KOH افزوده شود. «باريت» همچنين دريافت كه Meat infusion broth نبايد مورد استفاده قرار گيرد زيرا در عصاره گوشت، استوئين، دي استيل و تركيبات وابسته وجود دارد كه باعث ايجاد پاسخهاي دروغين مثبت گردد، محيط كشت توصيه شده براي آزمايش VP به صورت تجارتي در دسترس قرار دارد و محيط MR – VP (يا آبگوشت Clark - Lubs) خوانده مي شود. اين محيط داراي، مقادير مناسب گلوكز، پيتون و بافر مي باشد.

     در هنگام افزودن معرفها به محيط، ابتدا آلفا- نفتول سپس پتاس و كراتين اضافه مي شود. استوئين اكسيده شده و در مجاورت پتاس، اكسيژن به دي استيل تبديل مي گردد. دي استيل با گروه گوانيدين كراتين تركيب شده و رنگ قرمز توليد مي كند فرمول واكش به شرح زير مي باشد.

واكنشهاي شيمايي مرحله توليد رنگ شناخته نشده است.

 توصيه شده است كه مدت گرمخانه گذاري بايد از 48 ساعت كمتر نباشد ولي به هر حال روشهاي سريعتري نيز در دسترس قرار دارند. اين روشها به طور كلي شامل كشت مقدار زيادي از باكتري در مقدار كمي (3/0 تا 5/0 ميلي ليتر) از محيط مي باشد. پس از 4 ساعت گرمخانه گذاري در 37 درجه مقدار كافي استوئين توليد مي گردد. اگر باكتري قبلاً داراي گلوكز است (مانند TSI و مك گانكي آگار) كشت داده شده باشد باكتري هاي استوئين مثبت قبلاً در اين محيط ها مقدار كافي استوئين توليد كرده اند كه در صورت افزودن معرف هاي VP بيرنگ رنگ قرمز پديدار مي شود.

   در يك روش ديگر از نوارهاي كاغذي آغشته به معرف استفاده شده است نتايج اين دو روش سريع با نتايج حاصل از روش استاندارد 48 ساعته يكسان است.

آزمايش اندول                                         INDOLE TEST                     
   توانائي باكتري ها در توليد اندل مدتهاست كه بخشي از آزمايشهايي را تشكيل داده و به منظور جدا كردن Escherichia از Enterobacter Klebsiella به كار مي رود اگر چه امروزه اين آزمايش در شناسائي تعداد زيادي از باكتريها مورد استفاده قرار مي گيرد.

   باكتري هايي كه داراي آنزيم تريپتو فاناز هستند مي توانند از اسيد آمينه تريپتوفان اندل توليد نمايند، منبع تريپتوفان پپتوني است كه در محيط كشت به كار رفته، اگرچه توصيه شده كه بهتر  است باكتريها در آبگوشت تريپتوفان كشت داده شوند كه نسبت تريپتوفان آن بالاست. همچنين توصيه شده است محيط كشتي كه براي آزمايش اندل به كار مي رود فاقد گلوكز باشد زيرا وجود گلوكز ظاهراً مانع از توليد اندل مي گردد. حضور اكسيژن نيز توليد اندل را تحت تأثير قرار مي دهد. باكتري هاي هوازي اختياري مانند  E.Coli در شرايط هوازي اندل بيشتري توليد مي كنند.

   اندل توليد شده توسط ميكروارگانيسم ها را مي توان توسط چندين معرف مختلف شناسائي كرد، ولي واكنش شيميايي اصلي در همه آنها يكسان است معرف ارليخ- بوهمه (Erlich - Boehme) از دو جزء يعني پارادي متيل آمينو بنزالدئيد هيدروكلرايد در الكل و پرسولفات پتاسيم تشكيل شده است. 

  هر معرف به طور جداگانه به محيط كشت افزوده مي شود و در صورتيكه اندل توليد شده باشد رنگ قرمز پديد مي آيد. روش ديگر اين است كه به محيط كشت حلالي چون گزيلن اتر و يا كلروفرم افزوده مي شود تا اندل را استخراج كرده و در سطح جمع كند. آنگاه معرف پارادي متيل آمينو بنزالدئيد اضافه مي گردد و در صورتيكه اندل وجود داشته باشد رنگ قرمز در سطح پديد مي آيد.

    «كوواكس» (Kovacs) معرف «ارليخ- بوهمه» را با جايگزين كردن آميل الكل به جاي الكل به جاي الكل اتيليك تغيير داد. برتري اين معرف در اين است كه استخراج و متراكم كردن اندل با افزودن يك معرف انجام مي گيرد.

   معرف كوواكس امروزه بيش از ساير معرفها مورد مصرف قرار مي گيرد.

   «گيد بوش» (Gadebusch) و «گابريل» ( Gabriel) ( ) گزارش كرده اند كه جايگزين كردن آميل الكل با ايزوآميل الكل باعث پايداري  بيشتر معرف كوواكس مي گردد. بوتيل الكل نيز براي تهيه معرف كوواكس مي تواند مورد مصرف قرار گيرد.

   واكنش شيميايي براي شناسائي وجود اندل بر اين واقعيت استوار است كه هنگامي كه يك پيرول (اندل – بنزوپيرول) محلول اسيد الكلي ضعيف پارادي متيل آمينوبنزآلدئيد در حضور حرارت با هم مخلوط شوند، رنگ قرمز ارغواني پديد مي آيد. در صورتي كه براي ساختن معرف از اسيد كلرئيدريك غليظ استفاده شود به دادن حرارت نياز نيست. واكنش به شرح زير مي باشد. 

 بايد ياد آور شد كه اگر چه در فرمول هاي قبل نشان داده نشد ، ممكن است آلفا متيل اندل (اندل استيك اسيد) از تريپتوفان تشكيل گردد و اين ماده نيز مي تواند با معرف «اليخ - بوهمه» و يا «كوواكس» تركيب و برنگ قرمز توليد نمايد. بنابراين آزمايش هاي ياد شده براي اندل اختصاصي نيستند. اختصاصي كردن آزمايش براي اندل مي تواند باين صورت انجام گيرد كه به جاي افزودن معرف به محيط كشت، پنبه در پوش لوله را به معرف آغشته كرده و لوله را حرارت داد. چون اندل فرار بوده ولي آلفا متيل اندل فرار نيست، فقط در صورت وجود اندل پنبه درپوش فرمز رنگ مي گردد.

   «هولمن» (Holman) و «گونزالس» (Gonzales) معرف  اسيد اكزاليك «گنزدا» (Gnezda) را براي جستجوي اندل كه در 37 درجه فرار است به كار بردند. در اين آزمايش نواري از كاغذ صافي به اسيد اكزاليك اشباع شده آغشته مي گردد و نوار در بالاي محيط كشت قرار مي گيرد، به طوريكه با محيط كشت تماس نداشته باشد، با تبخير اندل رنگ كاغذ صورتي مي شود.

    از آنجائيكه دو روش اخير براي اندل اختصاصي هستند در صورت استفاده از اين معرف ها تعداد پاسخهاي مثبت كمتر از مواردي است كه در آنها از معرفهاي «ارليخ- بوهمه» و يا «كوواكس» استفاده شده است.

   «ايزنبرگ» (Isenberg) و «سادنهايم» (Sudenheim) اختصاصي بودن معرف پارادي متيل آمينو بنزآلدئيد را براي اندل مورد مطالعه قرار دادند و دريافتند كه اين معرف با تركيب اندلي متفاوت پس از 5 دقيقه رنگ قرمز توليد مي كند، فقدان اين ويژگي در صورتيكه معرف مستقيماً به محيط كشت افزوده شود، بيشتر خواهد بود، در حاليكه اگر اندل  موجود در محيط ابتدا توسط تولوئن استخراج شده وسپس معرف به آن اضافه شود رنگ قرمز پس از 5 دقيقه تنها در صورت وجود اندل و 0- متيل اندل تشكيل خواهد گرديد.

    «ايزنبرگ» و «سادنهايم» همچنين استفاده از هيدوركسلامين هيدرو كلرايد (Hydroxylamine hydrochloride) را به جاي پارادي متيل- آمينوبنزآلدئيد مورد مطالعه قرار دادند و دريافتند كه اين معرف حتي پس از گذشت 20 دقيقه تنها با اندل 0- متيل  اندل رنگ قرمز توليد مي كند. واكشنهاي شيميايي بين اندل و هيدروكسيلامين هيدروكلرايد هنوز شناخته نشده است. 

   بسياري از پژوهشگران احساس مي كنند كه معرف اريخ حساستر از معرف كوواكس است. هنگامي كه آزمايش اندل بر روي گروههاي مختلف باكتري ها انجام مي گيرد بايد توجه داشت كه همان روشي كه در اصل براي شناسائي باكتريهاي مورد آزمايش به كار رفته مورد استفاده قرار گيرد. بعنوان مثال در مورد باكتري هاي خانواده انتروباكترياسه ها بنا به گزارش «اوينگ» و «ديويس» بايد از معرف «كوواكس»  استفاده كرد. در حاليكه  در هنگام مطالعه باكتري هاي تخمير ناكننده مانند Flavobacterium توصيه مي شود كه از معرف ارليخ استفاده گردد. معرف ارليخ همچنين براي شناسائي توليد اندل در ميكروارگانيسم هاي بيهوازي توصيه مي گردد. به طور معمول باكتري ها  در آبگوشتي كه داراي مقدار زياد تريپتوفان است كشت داده مي شوند و سپس محيط حداقل 48 ساعت گرمخانه گذاري مي گردد. البته مي توان بابرداشت مقدار زيادي از پرگنه باكتري از روي محيط جامد و كشت آن در مقدار كمي از آبگوشت تريپتوفان دار (3/0 تا 5/0 ميلي ليتر) نتيجه را در مدت كوتاهتري به دست آورد. تريپتوفان نازي كه قبلاً در باكتريهاي كشت داده شده توليد شده است در مدت 4 ساعت تريپتوفان را تجزيه مي كنند و توليد اندل را مي توان در اين مدت تشخيص داد. نوارهاي آغشته به معرف نيز كه به طور تجارتي در دسترس قرار دارند به جز در مورد برخي از سويه هاي Proteus rettgeri  و بيهوازي ها در ساير موارد نتايجي مشابه روشهاي كلاسيك جستجوي اندل را دارند.

   روش سريع ديگري نيز براي آزمايش توليد اندل پيشنهاد شده است.

  در اين روش تكه اي از كاغذ صافي كه در يك پليت قرار داده شده به معرف پارا- آمينو دي متيل بنزآلدئيد آغشته مي گردد و سپس يك لوپ از ميكرو ارگانيسم مورد آزمايش كه در محيط تريپتوفان دار رشد كرده است روي كاغذ صافي گذاشته مي شود. توليد رنگ قرمز در عرض چند ثانيه نشانه وجود اندل مي باشد، با اين روش برخي از سويه هاي P . vulgoris, P. rettgeri Providencia, - Aolemonas نتايج منفي دروغين مي دهند.

   استفاده از سيترات CITRATE UTILIZATION :

  توانايي عده اي از باكتريها در مصرف سيترات سديم به عنوان تنها مبلغ كربن عمدتاً در بازشناسي باكتريهاي  ميله اي شكل گرم منفي به كار رفته است. 

 «هاپ- سيلر» (Hopper - Seyler) در سال 1879 (1) نخستين پژوهشگري بود كه اظهار نظر كرد باكتريها مي توانند نمكهاي اسيدهاي آلي را به كربناتهاي قليائي تبديل كنند. كاربرد و مطالعه بيشتر اين كشف مهم تا سال 1915 دنبال نشد. در اين سال «ايرز» (Ayers) و «راپ» (Rupp) مشاهده كردند كه تعدادري از باكتريها مي توانند بدون پپتونيزه كردن شير، آنرا قليائي كنند.

    اين پژوهشگران چنين پنداشتند كه شكسته شدن نمكهاي اسيدهاي آلي موجود در شير و تبديل آنها به كربنات ها باعث قليائي شدن شير مي شود و گزارش كردند كه تخمير نمكهاي اسيدهاي آلي در رده بندي باكتري ها داراي ارزش بسيار مي باشد…..

در طي سالهاي بعد «ايرز» و «راپ» پژوهشهاي خود را بر روي واكنشهاي قليائي برخي از باكتريها  متمركز ساختند، توجيه  اين واكنشها با توليد آمونياك و يا موادي كه در اثر شكسته شدن پروتئين ها بوجود .مي آيند امكان پذير نبود. براي مطمئن شدن از اينكه اين فرآورده هاي قليائي در اثر شكسته شدن پپتون پديد نيامده اند، آنها ازت لازم براي محيط كشت را توسط فسفات آمونيوم سديم تأمين كردند و محيط عاري از پپتون بود. «ايرز» و «راپ» تأثير گلوكز و سيترات سديم را هنگامي كه به طور جداگانه و يا مخلوط در محيط  به كار برده مي شدند مورد ارزشيابي قرار دادند و چنين نتيجه گيري كردن كه تخمير اسيدي و قليائي  مي تواند به طور همزمان و در اثر تخمير قندها و يا نمكهاي اسيدهاي آلي صورت پذيرد ونسبت تخمير گلوكز و سيترات به طور جداگانه در باكتريهاي مختلف متفاوت است.

  براون (Brown) استفاده از سيترات سديم در محيط هاي كشت را مورد مطالعه بيشتر  قرار داد و دريافت كه اين تركيب رشد دسته اي از باكتريها را شتاب مي بخشد در حاليكه از رشد عده اي ديگر از باكتريهاي كاملاً جلوگيري مي كند. او همچنين دريافت كه سيترات افزوده شده به محيط مايع و يا جامد همان تأثير را داراست.

   «كوسر» (Koser) در سال 1933 محيط آبگوشتي پايه اي ساخت كه در آن ازت توسط فسفات آمونيوم تأمين شده بود، وي با اين محيط پايه اسيد آلي را به طور جداگانه و با تراكم 2/0 درصد افزود و توانائي استفاده باكتري ها از هر يك از اين اسيدهاي آلي را مورد ارزشيابي قرار داد. مهمترين نتيجه اي كه از اين آزمايش بدست آمد اين است كه باكتريهاي آئروژنر (Aerogenes) مي توانستند سيترات را به  عنوان تنها منبع كربن مورد استفاده قرار دهند. در حاليكه باكتريها باكتريهاي گروه كولي (Coli) قادر به رشد در اين محيط نبودند. از آنجائيكه تشخيص رشد بر روي محيط جامد آسانتر از تشخيص رشد بر روي محيط جامد آسانتر از سنجش تيرگي آبگوشت بود، «سيمونز» (Simmons) به محيط «كوسر» آگار افزوده و آبي برموتيمول را نيز به عنوان معرف rH به آن اضافه كرد. اين معرف در PH هاي بيش از 6/7 آبي است.

   محيط ديگري كه براي مطالعه استفاده سيترات توسط باكتريها ارائه گرديد، محيط كشت «كريستينس» (Christensen) بود در اين محيط ازت توسط «سيستئين هيدروكلرايد» (Systeine hydrochloride) تأمين شده بود و عصاره مخمر براي غني كردن  و «فنل رد» به عنوان معرف PH در محيط كشت وجود داشتند. اين محيط از مواد غذايي سرشار است و برخي از باكتريها ممكن است در اين محيط مثبت و در محيط «سيمونز» منفي باشد. استفاده از اين نوارهاي آغشته به سيترات نيز مورد توجه قرار گرفت ولي رابطه بين اين نوارها و  محيط «سيمونز» بسيار ضعيف است.

   در سال 1947 لومينسكي Lominski و همكارانش نشان دادند كه اگر چه  Escherichia coli در محيط سيترات «كوسر» قادر به رشد نيست ولي يان باكتري در شرايط مناسب بويژه در صورت وجود گلوكز در محيط كشت، قادر به استفاده از سيترات مي باشد. نظر اين پژوهشگران بر اين بود كه رشد در محيط سيترات بوجود گيرنده هاي هيدورژني مناسب در محيط كشت بستگي دارد. «داگلي» (Dagley) و «داوز» (Dawes) نشان دادند كه سيترات توسط آنزيمي كه از Enterobacter aerogenes استخراج شده بود اگزالواستات و استات تبديل مي شود و سپس در اثر دكربوكسيله شدن اگزالواستات پيرووات و انيدريدكربنيك توليد مي گردد. آنها همچنين دريافتند كه وجود ين منيزيم براي  فعاليت حداكثر آنزيم ضروري است، بنابراين نظر، باكتري  ها يا داراي اين آنزيم هستند و يا فاقد آن مي باشند.

   اين نظر توسط «ويت» (Wheat) و «اجل» (Agl) رد شده آنها نشان دادند كه سلولهاي پاره شده E . Coli داراي آنزيمي هستند كه قادر به شكستن سيترات مي باشد. اين پژوهشگران همچنين توانستند نشان دهند كه آنزيم شكننده سيترات در E . Coli يك آنزيم «سازشي» (Adaptive) بودهو در حضور توأم گلوكز و سيترات مقادير زياد توليد مي گردد.

   پژوهشهاي «اوبراين» (O’Brien) و «جيزلر» (Geisler)، نشان مي دهد كه در متابوليسم حتي بين گونه هاي يك جنس تفاوت هائي وجود دارد. به عنوان مثال فعاليت آنزيمي در Enterobacter cloacae بوجود ين منيزيم نيازمند نيست و اين حتي باعث تحريك فعاليت آنزيم نيز نمي گردد.

   آنزيمي كه واكنش شكسته شدن سيترات را كاتاليز مي كند به نامهاي گوناگوني خوانده شده است مانند:  

lyase , Citritase , Citrase ,  ، Citridemolase و Citrate aldolase نخستين فرآورده هاي شكسته شدن سيترات، اگزالواستات و استات هستند كه سپس به پيرووات وانيدريد كربنيك تبديل مي گردند . واكنش ممكن است به يك ين دو ظرفيتي فلزي مانند منگنز يا منيزيم نيازمند باشد يا نباشد از آنجائيكه E.Coli داراي آنزيم  Citrate lyase مي باشد ولي نمي تواند در محيط «كوسر» يا «سيمونز» سيترات را به مصرف برساند. چنين به نظر مي رسد كه اين باكتري فاقد سيستم انتقال دهنده يا «پرمئاز» Permease مي باشد كه نفوذ سيترات را بدرون سلول  امكان پذير مي سازد. توليد آنزيم پرمئاز القاء پذير مي باشد.

   چگونگي دقيق واكنشهاي قليائي باكتري هائي كه سيترات را به عنوان منبع كربن مورد استفاده قرار مي دهند هنوز هم بدرستي روشن نيست، اگرچه نمك آلومينيوم بعنوان منبع ازت در محيط مك آلومينيوم بعنوان منبع ازت در محيط وجود دارد ولي «كلارك» (Clarck) و «لبز» (Lubs) در سال 1917 نشان دادند كه واكنش قليائي مربوط به آزاد شدن آمونياك نمي باشد. بنابراين به نظر مي رسد كه واكنش قليائي به علت توليد بيش از حد انيدريد كربنيك مي باشد كه ممكن است با سديم و آب تركيب شده و كربنات سديم را بوجود آورد، كربنات سديم قليائي بوده و مي تواند   رنگ معرف آبي برومو تيمول را از سبز به آبي سير تغيير دهد.اين امكان نيز وجود دارد كه ين سديم باعامل هيدوركسيل آب موجود در محيط كشت تركيب شده و هيدوركسيد سديم توليد كند.

  هنگام انجام آزمايش سيترات بايد توجه داشت كه مقدار كمي از كشت ميكربي را از محيط  قبلي برداشت كرده و به محيط سيترات انتقال داد زيرا در غير اين صورت ممكن است مقداري  از  ماده غذائي محيط قبلي به محيط سيترات را بايد كه در نتيجه آزمايش مي تواند خلل وارد سازد، زمان گرمخانه گذاري بر حسب محيط كشت  و روشي كه براي گزارش كشت هاي منفي به كار مي رود از 4 ساعت براي نوارهاي آغشته به سيترات و 4- 7 روز براي  محيط سيمونز متغير است كشت هاي مثبت مورد ترديد بايد دوباره به محيط تازه سيترات انتقال يابند هنگامي كه محيط سيترات داراي معرف PH به كار برده مي شود تنها كشت هايي مثبت گزارش مي شوند كه باعث تغيير رنگ به طرف قليائي شده باشد.

مطالعات باكترولژيكي:

  آز سوشهاي كشت داده شده بر روي ژلوزبه وسيله سرم فيزيولژي (نرمال سالين) به مقدار cc 5 سوسپانسيون تهيه نموده و بدين طريق كه سرم را در لوله حاوي كشت ريخته كاملاً مخلوط مي نماييم تا سوسپانسيون يكنواخت به دست آيد. بعداً بوسيله پيپت پاستور كه در انتهاي آن لاستيك  مكنده وجود دارد از اين سوسپانسيون برداشت نموده و در قايقكهاي مخصوص سيستم (API) ريخته، البته با دقت كامل از اينكه حساب هوا در قايقك وجود نداشته باشد، زيرا وجود هوا سطح تماس ميكروب با هوا را بيشتر مي نمايد و نتيجه دلخواه را به دست نمي دهد و سپس در قايقكهاي ADH و LDC و ODC و URE بعد از ريختن سوسپانسيون تا خط نشانه مقداري  حدود 5 قطره پارافين مايع ريخته تا سطح تماس ميكروب را با هوا كاملاً به صفر برسانيد و در قايقكهاي VIP و CTI را كاملاً پر مي نماييم، بوسيله سوسپانسيون، بدين علت ميكروب سطح تماس بيشتري با هوا داشته باشد و بقيه قايقكها را تا لبه خط سوسپانسيون ريخته و به مدت 24 ساعت در اتو نگهداري مي نمائيم.

  اندازه گيري سرعت رشد و تكثير ميرابليس و مرگاني مقام در مقايسه در محيط هاي اوره و Natient broth در حضور اوره و عدم حضور اوره.

روش كار:

  بعد از تهيه محيط ژلوز در لوله آزمايش  به طريقه Slant s سوشهاي مورد مطالعه را با استفاده از يك لوپي كه سر آن كاملاً صاف شده بدرون محيط ژلوز فرو كرده و بعد به آرامي بر روي سطح مايل محيط مي كشيم و به مدت 24 ساعت در اتو c0 37 قرار مي دهيم، بعد از برداشتن كشتها از اتو به وسيله سرم فيزيولژي محلول سوسپانسيون تهيه مي نماييم بدين طريق كه cc5/2 از سرم را در لوله محتوي محيط ژلوز و كشت رشد يافته مي ريزيم و كاملاً مخلوط مي نماييم. به طوريكه مايع كدر يا سفيد رنگي كه همان مخلوط سرم و ميكروب است به دست آيد و گام بعدي:

1- تهيه محيط اوره و يا استفاده از اوره آماده و استريل كه ml 5/2 يا ml 2 اوره را در لوله ريخته و بعد يك لوپ از سوسپانسيون تهيه شده از هر نمونه را در اوره تهيه شده تزريق مي نمائيم، بعد از تزريق فوراً در اسكپر- فتومر قرار داده و OD آنرا اندازه گيري مي نماييم و بعد هر نيم ساعت تكرار مي كنيم تا حدوداً 6 ساعت ادامه مي دهيم و نتايج به دست آمده را يادداشت مي كنيم. لوله شاهد در اين قسمت اوره مي  باشد.

2- تهيه محيط (Nutrient broth) :

بعد از تهيه محيط به وسيله يك لوپ كه سر آن را كاملاً گرد و حلقه اي شده باشد از محلول هاي سوسپانسيون تهيه شده هر نمونه در آن تزريق نموده و بلافاصله بعد از تزريق در اسپكتر و فتومتر قرار داده و OD يادداشت مي شود و بعد نيم ساعت به نيم ساعت همين عمل تكرار مي شود و تا حدود 3 ساعت و نتايج يادداشت مي گردد. لوله شاهد در اين مرحله Nutrient broth است. 

3- اندازه گيري ميزان رشد ميرابليس و مرگاني در محيط n . b .  درحضور اوره بعد از قرار دادن محيط آلوده به مرگاني و ميرابليس به مدت 3 ساعت در اتو0  c 37  به هر كدام باندازه مساوي به مقدار cc5/2 اوره اضافه مي نمائيم و هر كدام را تك تك در اسپكتروفتومتر قرار داده و TOD آنها را مي خوانيم تا حدود 6 تا نيم ساعت تكرار مي نماييم و نتيجه بدست آمده را يادداشت مي  نموده ايم.
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در قايقكي شماره 10 

  پس از 24 ساعت ماندن در اتو دو معرف KOH يك قطره و همچنين يك قطره معرف آلفا نفتول اضافه مي كنيم كه رنگ ارغواني مي دهد.

نتايج مرحله شماره 1:

مشخصات كلني ها روي محيط هاي SS و Mc Conkey
لبه كلني
رنگ
اندازه
لبه‌كلني
رنگ
اندازه

رشد نكرده                                  رشد نكرده
1/101

صاف
زرد كم رنگ بادانه سياه و بعضي بدون دانه
2 تا 3 ميليمتر
صاف
صورتي كم‌رنگ بيرنگ
متوسط 5/1 ميليمتر 2/120

صاف
زرد كم رنگ
متوسط و درشت 2 تا 3 ميليمتر
صاف
بيرنگ
بزرگ 3 ميليمتر P.M/3

صاف
بيرنگ
متوسط 2 ميليمتر
صاف
بيرنگ
متوسط 5/1 ميليمتر 1/139

صاف
بيرنگ
ريز 5/0 ميليمتر
صاف
بيرنگ
متوسط 1/125

صاف
بيرنگ
متوسط 2 ميليمتر
صاف
بيرنگ
متوسط 1-127

نتايج مرحله شماره 2

نتيجه گيري از كشت سوشها بر روي محيط TST آگار 

                                                                                    شماره سوشها

محيط را اسيدي تر نموده

با استفاده از تخمير قند
A / A محيط زردرنگ
1/125


A/ SH2 محيط زردرنگ همواره سياهي ته لوله
P.M/3


A / A – G زردرنگ همراه با گاز
1/ 127


A/ SH2 – G محيط اسيدي همراه با رنگ سياه ته لوله
كلني صورتي2 /120


A/ SH2 – G محيط قليائي (قرمز) سياه در ته لوله همراه با گاز
كلني بيرنگ 2/120

رنگ سياه ته لوله به  علت اين مي باشد كه ميكرب با استفاده از هستيدين محيط توليد  SH2 نموده و با Iron محيط تركيب شده و توليد رنگ سياه مي نمايد.

نتايج آزمايش رشد باكتري در محيط اوره:

شرايط: با طول موج اسپكتروفتومر 592 اتو در فشار 150 ، c0 112 

بعد از تزريق به كمك لوب از سوسپانسيون تهيه شده از سوش كشت داده شده بر روي ژلوزوسرم فيزيولوژي نرمال بلافاصله در اسپكت قرار داده و OD آنرا مشاهده مي نمائيم و بعد نيم ساعت به نيم ساعت كنترل شده كه ارقام بدست آمده از اين قرارند.

زمان ـــــــــــ
بلافاصله
نيم ساعت
/1
5/1
2
5/2
3

پراتئوس ميرابليس
1/0
2/0
4/0
6/0
7/0
71/0
72/0

پرتئوس مرگاني
5/0
7/0
8/0
9/0
98/0
10/0
11/0

در مرحله بعدي به همين ترتيب اولي اين دفعه تزريق در محيط نيترات براث مي باشد كه ارقام بدست آمده به شرح زير مي باشد.

زمان ـــــــــــ
بلافاصله
نيم ساعت
/1
5/1
2
5/2
3

پراتئوس ميرابليس
5/2/0
3/0
4/0
5/4/0
5/0
5/5/0
7/5/0

پرتئوس مرگاني
5/4/0
5/6/0
5/7/0
8/0
5/8/0
9/0
1/9/0

در مرحله سوم بعد از تزريق سوسپانسيون در محيط نيترات براث به مدت 3 ساعت در اتو قرار داده و بعد از 3 ساعت به محيط اوره اضافه مي نمائيم كه اعداد بدست آمده بدين قرارند:

زمان ـــــــــــ
بعد از سه ساعت
5/3 ساعت
4
5/4
5
5/5

پراتئوس ميرابليس
5/5/0
5/10/0
5/15/0
16/0
18/0
15/0

پرتئوس مرگاني
9/0
3/13/0
17/0
5/21/0
5/22/0
5/24/0

بحث

همان طور كه اشاره شد پروتئوس ها از خانواده آنتروباكترياسه ها بوده و به همين دليل  محل اصل زندگي آنها در روده انسان است، گرچه وجود اين باكتريها در روده انسان منجر به ايجاد اسهالهاي حاد مي شود، (به دليل وجود پلاسميدهائي كه توليد كننده توكسين يا زهرابه هاي شبه LT و ST اشرشيائي)، با اينحال نقش اين باكتريها در عفونتهاي مجاري اداري بسيار مهم است، بررسي نتايج بسياري از عفونتها در طي سالهاي اخير نشان داده است كه پروتئوسهاي ايزوله شده از مجاري ادراري تحتاني وفوقاني عمدتاً منشاء روده اي دارند كه خود ميزان و خطر ابتلا به عفونتهاي ناشي ازآنرا مخصوصاً در خانمها نشان مي دهد. يكي از اختصاصات مهم اين باكتري ها آنست كه قادر به تشريح آنزيم اوره آز بوده و در محيطهاي طبيعي مانند مثانه و ساير مجاري ادراري قادر به تجزيه اوره و ساير اوراتها شده كه نتيجه عمل آزاد شدن آمونياك مي باشد، اين عمل باعث بالا رفتن PH محيط مثانه و ساير مجاري اداري شده و سلولهاي اين منطلقه در PH هاي قليائي آسيب ديده و فعاليت كمپليمان ها متوقف مي گردد ، كه اين عمل خود زمينه را براي ايجاد دستگاههاي كليوي آماده مي سازد.

  مطالعات متعددي كه در زمينه بررسي عامل ايولوژيك عفونتهاي مجاري ادراري در دنيا انجام گرديده است حاكي از آن است كه پروتئوس ها رقم بسيار بزرگي در ايجاد اين عفونتها تشكيل مي دهند. اين مطالعات همچنين نشان دهنده آن است كه 5/98 درصد از پروتئوسهاي ايزوله شده از  اين عفونتها پروتئوس ميرابليس مي باشد و ساير پروتئوس ها و مخصوصاً پروتئوس مورگاني فقط در 5/1 درصد موارد از عفونتهاي مجاري ادراري جدا گرديده است. اين اختلاف زياد در كلونيزه كردن مجاري ادراري امر غير  عادي تلقي مي شود. در اين مطالعه سعي گرديده تا عوارض متعددي كه مي توانند بنوعي در اين امر نقش داشته باشند مورد بررسي قرار گرفت. 

   اندازه گيري كدورت لوله هاي محيط غذائي (بدون حاوي اوره) اوره به وسيله دستگاه اسپكتروفترمتر به عنوان شاخص رشد هر يك از باكتريها در نظر گرفته شده و با توجه به اين امر در اين آزمايشات مشخص گرديد كه پروتئوس ميرابليس خيلي سريعتر از پروتئوس مورگاني در محيط غذائي حاوي اوره رشد مي كند به طوريكه نه تنها ميزان كدورت لوله كه نماينده رشد است در اولي خيلي سريعتر بالا مي رود بلكه آزاد آزاد شدن آمونياك ناشي از تجزيه روده باعث قليائي شدن محيط مي شود كه با اندازه گيري PH محيط مي توان آنرا مشخص نمود. با توجه به اينكه ميزان باكتريهاي تلقيح شده (اينوكلوم) در هر دو لوله آزمايش مساوي بوده است و اين افزايش سريع در ميزان رشد را بايد صرفاً به زمان تقسيم باكتري مربوط دانست. اين زمان تقسيم در پروتئوس ميرابليس و در حضور اوره به مراتب سريع تر از پرتئوس مورگاني بوده و تا حدود نصف تقليل پيدا مي كند، اين زمان تكثير كوتاهي نه تنها به باكتري اين امكان را مي دهد كه از نظر رشد حائز تعداد بيشتري در محيط عمل باشد بلكه باعث بالا رفتن سريع PH  محيط و قليائي شدن آن مي شود كه ناشي از شكسته شدن اوره موجود در محيط است. تعداد زياد باكتري در محيط نيز به عنوان يك فاكتور رقابتي در مقابل ساير باكتريهاي موجود در محل محسوب شده و اين شانس را به باكتري مي دهد كه بساير ميكروارگانيسم هاي محيط امكان رشد ندهد در حاليكه در محيط آبگوشت غذايي بدون اوره اين سرعت تكثير آنچنان محسوس نمي باشد، نتيجه بررسي رشد اين دو باكتري در محيط هاي غذايي فاقد اوره اختلاف چنداني از نظر افزايش رشد را در اين دو باكتري نشان ندهد و به همين ترتيب اختلاف و به همين ترتيب اختلاف چنداني در PH محيط باكتري ها ديده نشد كه مؤيد اين نظر  مي باشد كه اصولاً رشد و تكثير پرتئوس از ميرابليس تا حد زيادي بستگي به وجود اوره دارد. با توجه به اين فرضيه آزمايش ديگري پس از آنكه هر دو باكتري را در محيط فاقد اوره رشد داديم و زمان تكثير و رشد آنها را اندازه گيري نموديم در يك مرحله زماني مشخص مقدار مشخصي اوره به هر دو محيط افزوديم، نتيجه اين افزودن اوره باعث گرديد تا پروتئوس ميرابليس كه تا اين لحظه فرآيند رشدي مشابه با پرتئوس مورگاني  از  خود نشان مي دهد بلافاصله طرح رشدي بسيار سريع پيدا كرده و ميزان و تعداد آن در زمان  مشخص و در محيط به مراتب بيشتر از پروتئوس مورگاني شود اين مسئله نشان دهنده آن است كه پروتئوس ميرابليس در محيط هاي فاقد اوره قدرت ترشح آنزيم اوره آز را به آن صورتي كه پروتئوس مورگاني دارد از خود نشان نداده و فقط اين توانايي در هنگام برخورد و مجاورت با اوره صورت مي گيرد. تحت اين شرايط پتانسيل توليد و ترشح آنزيم اوره آز به سرعت و مقدار بسيار زيادي فعال شده و در نتيجه آزاد شدن آن اوره موجود در محيط شكسته و ضمن آزاد شدن آمونياك PH محيط بسرعت بالا مي رود ورود ادرار به مثانه به صورت يك حركت دائم و خروج آن در زمانهاي مشخص به صورت متوالي صورت مي گيرد. كه اين خود يك سيستم كشت پيوسته و در شرايطي نيمه پيوسته را به وجود مي آورد. تحت اين شرايط وجود يك ميكروارگانيسم با زمان تقسيم سريع اين امكان را به باكتري خواهد داد كه قبل از شسته شدن توسط سيستم پيوسته ادراري افزايش يافته و به تعداد قابل ملاحظه اي براي بوجود آوردن شرايط قليايي ناشي از تجزيه اوره در مثانه برسد. تحت اين شرايط شانس بقا براي آن دسته از ميكروارگانيسم هائيكه داراي زمان تقسيم طولاني تر هستند كمتر بوده و در نتيجه درصد ايجاد عفونت توسط ا ين باكتري ها به  حداقل تقليل پيدا مي كند.

منابع و مآخذ:

1-كلينيكال باكترولژي (باكتري شناسي باليني)

تأليف و ترجمه:  محمدرضا يزدان پناه گروه پاتوبيولژي مجتمع علوم پيرازشكي.

2-ميكروب شناسي عملي

تأليف: فيروزه فيروزي

3- باكتريولژي

ترجمه و تنظيم: محمد رضا يزدان پناه مربي گروه پاتوبيولژي.

4-  اصول آزمايش هاي بيوشيميايي

در

ميكروب شناسي تشخيصي

دكتر بزرگمهر وزيري.

5- ميكروبيولژي عمومي

تأليف دكتر منوچهر شهامت- دكتر فريدون ملك زاده.

6- باكتري و ايمني شناسي.

دكتر حسن برادران، دكتر محمدناظم

6- طب داخلي هاريسون

بيماري هاي عفوني سيستم ادراري

 هاريسون

رشد براي محيط مكانيكي آگار در 24 ساعت





رشد روي BAP در 24 ساعت 





KIA اسيد در 24 ساعت 





KIA اسيد در 24 ساعت 





هموفيلوس،  GNR  غير متداول 07/8%





باكتريهاي گرم منفي ميله اي شكل غير تخميري و غير متداول 04%





باكتريهاي گرم منفي ميله اي شكل غير معمولي 26% درصد





باكتريهاي گرم منفي ميله اي شكل غير تخميري 





اكسيداز





انتريوباكترياسه ها 6/18%





آيروموناس كروموباكتريا  (26%)%





سيستين





دي سولفيداز
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