
 1404، 2، شماره38جلد                                                 مجله پژوهشهای سلولی و مولکولی )مجله زیست شناسی ایران(                          
2025.8336.3285cmr./10.22034DOI:               591-771مقاله پژوهشی، صفحات 

و  سالمونلا انتریکا و  اشریشیاکلیجداسازی و بررسی ویژگیهای دو باکتریوفاژ لیتیک علیه 

های باکتریایی مختلف حاصل از بررسی طیف اثر ضدباکتریایی آنها علیه جدایه

 غرب ایرانهای بالینی در شمالعفونت
 حمیده لامکان و *راحله مجدانی

 گروه زیست شناسی، پایهدانشکده علوم شگاه مراغه، ندامراغه ،  ،ایران

 03/09/1403 تاریخ پذیرش:   07/10/1402 تاریخ دریافت:

 چکیده
ها از بیوتیکهای مناسب برای آنتیها، یافتن جایگزینبیوتیک باکتریهای مقاوم به آنتیبا توجه به شیوع روزافزون سویهمقدمه: 

 باشد. اهمیت بسزایی برخوردار می

با روش آگار دولایه جداسازی  سالمونلا انتریکاو اشریشیاکلی علیه  تریوفاژ لیتیکدر این مطالعه دو باک مواد و روش کار:

ها ها مورد ارزیابی قرارگرفت. همچنین تاثیر تعدادی از عوامل محیطی روی این فاژگردید و خصوصیات زیستی و شکلی آن

 بررسی گردید. 

و چهار دقیقه و  257pfu/cellبه ترتیب  (PEcMa2/ 19) کلیاشریشیااندازه انفجاری و زمان نهفته فاژ جداشده علیه نتایج: 

در بررسی میکروسکوپ . و پنج دقیقه بود  pfu/cell 396به ترتیب  (PSeMa1/20) سالمونلا انتریکابرای فاژ جداشده علیه 

دو تند. هررا داش تکتی ویریدهو  سیفوویریدهخصوصیات مشابه خانواده های  PSeMa1/20و فاژ   PEcMa2/19الکترونی، 

به  PSeMa1/20و  PEcMa2/19فاژ ماندگاری مناسبی در برابر دماهای مورد استفاده نشان دادند و بهترین ماندگاری فاژ 

 PEcMa2/19نسبت به فاژ  UVدر برابر اشعه  PSeMa1/20مشاهده گردید. پایداری فاژ  =5pH-9و  =5pH-7ترتیب در

دارای طیف میزبانی  اشریشیاکلیمقاومت بالایی داشتند. فاژ جدا شده علیه  بیشتر بود و هر دو فاژ در برابر شوک اسمزی

 های بالینی مورد استفاده بود. در مورد لیز جدایه PSeMa1/20کمتری نسبت به 

با توجه به خصوصیات بسیار مناسب هر دو فاژ جداسازی شده در این مطالعه از نظر اندازه انفجاری  بحث و نتیجه گیری:

استفاده از  ها در برابر عوامل محیطی مختلف، پس از انجام آزمایشات تکمیلی،مان نهفته پایین و نیز پایداری مناسب آنفاژها، ز

 گردد. های مشکل ساز پیشنهاد میها به عنوان کاندیدا جهت مقابله با باکتریآن

 نتریکاسالمونلا ا، اشریشیاکلیمقاومت آنتی بیوتیکی، باکتریوفاژ، : واژه های کلیدی

  rahelehmajdani7@gmail.com  الکترونیکی: ، پست  راحله مجدانی مسئول، تلفن:  نویسنده* 

 مقدمه
ق مناطدر  زیستیشوند و از نظر  ینیباعث عفونت بال توانندیهستند که م یگرم منف یهایاز باکتر یاخانواده هااسهیانتروباکتر

 اتیدیتهد نیزتریچالش برانگاز جمله  یاکلیشیاشرو  انتریکا سالمونلا یدو باکتر(. 34سکونت دارند ) یطیمختلف مح

با وجود غیربیماریزا  اشریشیاکلی(. در باکتری 7) اندبدل شده یکشورها به مشکل عمده بهداشت عموم شتریکه در ب باشندیم

نت ادراری، های متنوعی مانند عفوزا قادر به ایجاد بیماریای جدید بیماریههای باکتری، برخی سویهبودن اغلب سویه

 (. 27باشند )الریه میسمی، اسهال و ذاتمننژیت، سپتی

ترین تواند در اکثر موارد بدون بروز علایم خاصی در روده حیوانات زندگی کند. سالمونلوز به عنوان شایعمی سالمونلا انتریکا

 (. 17گردد )های مختلف سالمونلا ایجاد میانسان توسط سویهمسمومیت غذایی در 
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های معمول مورد استفاده، به عنوان یکی از تهدیدهای سلامت بیوتیکهای باکتریایی مقاوم به آنتیهای اخیر بروز سویهدر سال

های اخیر تولید مواد ضد ر سالها دبیوتیکجوامع بشری مورد توجه بسیاری قرار گرفته است. با توجه به کاهش اثربخشی آنتی

ها باشد به یک چالش بزرگ و اساسی برای دنیای بیوتیکمیکروبی جدید که بتواند جایگزین مناسب و موثری برای آنتی

ها ضمن کشتن باکتری هدف نباید اثر سمی بیوتیکیک جایگزین مناسب برای آنتی .پزشکی و بیوتکنولوژی تبدیل شده است

رسد فاژدرمانی به ار شود که به نظر میده از خود به جای گذاشته یا سبب اخلال در عملکرد طبیعی بیمجدی روی موجود زن

 (.10تواند پتانسیل خوبی در این زمینه داشته باشد )عنوان یک رهیافت جایگزین بیولوژیک می

 یرو زیستیموجودات  نیترفراوانها آن .کنندیرا آلوده م ییایباکتر یهاهستند که سلول ییهاروسی)فاژها(، و وفاژهایباکتر

به طور جدی به  را روده میکروفلور تعادل طبیعی و کرده عمل اختصاصی ها،بیوتیکبرخلاف آنتی باکتریوفاژها هستند. نیزم

ت به باشند. در بحث فاژدرمانی، فاژهای لیتیک نسب(. فاژها دارای دو نوع چرخه زندگی لیتیک و لیزوژنیک می1زنند )هم نمی

ها میزبان خود را با اختصاصیت بالا و با کمترین آسیب تری هستند زیرا آنفاژهای لیزوژنیک برای درمان کاندیدای مناسب

 نیاستفاده از ا (. به دلیل مزایای خاص فعالیت ضدباکتریایی باکتریوفاژها،19کنند )به میکروبیوم طبیعی حذف میجانبی 

  .(13مورد توجه قرار گرفته است )و صنعت،  ی، کشاورزییها در حفاظت از مواد غذاروسیو

، و تجزیه سالمونلا انتریکاو سویه استاندارد اشریشیاکلی استاندارد  در این مطالعه پس از جداسازی باکتریوفاژ لیتیک علیه سویه

محیطی مختلف، اثرات  ها در برابر عواملو تحلیل خصوصیات شکلی و فیزیولوژیکی و همچنین بررسی میزان ماندگاری آن

و  سودوموناس آئروژینوزا، کلبسیلا پنومونیههای استاندارد های بالینی و سویهها علیه تعدادی از جدایهضدباکتریایی آن

 ارزیابی گردید. استافیلوکوکوس آرئوس

 مواد و روشها
 هاباکتری

(، ATCC 19430) سالمونلا انتریکا(، ATCC 8739)اشریشیاکلی های استاندارد مورد استفاده در این مطالعه شامل سویه

 ATCC) استافیلوکوکوس اورئوس(، ATCC 9027) آئروژینوزا سودوموناس (،ATCC 27853) آئروژینوزا سودوموناس

( بود که از کلکسیون میکروبی مرکز پژوهش های علمی، صنعتی ایران PTCC 1290) کلبسیلا پنومونیه( و 25923

 آئروژینوزا سودوموناسجدایه بالینی(،  20) کلبسیلا پنومونیههای مورد استفاده شامل باکتری تریخریداری گردید. سایر باک

انسانی  اشریشیاکلیجدایه بالینی(،  20طیور ) اشریشیاکلیجدایه بالینی(،  18) استافیلوکوکوس اورئوسجدایه بالینی(،  21)

آوری ف شهرستان مراغه جمعهای اطرام رضای تبریز و مرغداریبالینی( بود که از بیمارستان اما جدایه 14) یوروپاتوژنیک

 گردید.

 جداسازی، خالص سازی و تیتراسیون باکتریوفاژ

 ATCC 19430 سالمونلا انتریکاو باکتری  ATCC 8739اشریشیاکلی های استاندارد برای جداسازی فاژ لیتیک، از سویه

انه فاضلاب شهرستان خز نمونه برداری از مرحله قبل از کلرزنی از تصفیهبه طور جداگانه به عنوان میزبان استفاده شد. پس ا

و همکاران   Pallavaliمراغه در چندین نوبت، نمونه سانتریفوژ و فیلتر گردید و  مراحل جداسازی فاژها بر اساس روش 

ارزیابی شد.  (Double layer agar method (DLA))حضور فاژ با استفاده از روش آگار دولایه  انجام شد و نهایتا

خالص سازی و تیتراسیون محلولهای فاژی نیز با استفاده از روش آگار دولایه انجام شد و تیتر فاژی در هر مورد معین گردید 

(26 .) 

 و بررسی شکل فاژها با میکروسکوپ الکترونی پلاک یمورفولوژ نییتع
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طر پلاک کل و قام شد و پس از انجام روش آگار دولایه شجهت تعیین اندازه پلاک، رقت سازی مناسب از محلول فاژی انج

 د مورد نظر با(. بررسی خصوصیات شکلی فاژهای جداسازی شده علیه سویه های استاندار20مورد بررسی قرار گرفت ) فاژی

 مشاهده کیلوولت انجام شد. به منظور 100( با ولتاژ Leo 906, Germany) TEMاستفاده از میکروسکوپ الکترونی 

 (. 3آمیزی منفی استفاده گردید )ساختمان فاژی از رنگ

 ( باکتریوفاژAdsorptionو تعیین میزان جذب ) (MOI) سنجش بهینه نسبت فاژ به باکتری

شده، به روش  ( باکتریوفاژ جداسازیMultiplicity of Infection) MOIبرای تعیین میزان بهینه نسبت فاژ به باکتری 

wang  ( 34و همکاران )ساعته باکتری در محیط  24مورد  محیط کشت  عمل گردید. در هرLB  رقیق شد  100/1به میزان

از باکتریوفاژ  108سید. سپس با غلظت ر  OD600=0.4- 0.6درجه سلسیوس به  37سپس با قرارگیری در انکوباتور 

ر دور دقیقه د 20به مدت ساعت قرار گرفت. مخلوط حاصل  5/3درجه سلسیوس به مدت  37مخلوط گردید و در دمای 

6000rpm  (34انجام شد ) میکرومتر فیلتر گردیدو بلافاصله روش آگار دولایه 45/0سانتریفوژ شدو مایع رویی با فیلتر. 

 (one step growth) ایتعیین منحنی رشد یک مرحله

ور شیکردار در انکوبات 600OD=2/0درجه سلسیوس تا رسیدن به  37تلقیح شد و در دمای  LBمیزبان باکتریایی در محیط 

یفوژ شد و رسوب دقیقه سانتر 10به مدت  g4000 مورد نظر، نمونه در دور ODگرماگذاری گردید. پس از رسیدن باکتری به 

لسیوس به مدت درجه س 37تعلیق شد و در دمای  NaN3مایع تازه دارای  LBباکتری به دست آمده در یک میلی لیتر محیط 

ی جذب نشده با به مخلوط افزوده شد. بعد از ده دقیقه فاژها MOIسپس در هر مورد فاژ با بهینه  دقیقه قرار گرفت. 5

 LBشت کحیط میلی لیتر از م 25میکرولیتر از سوسپانمسیون فاژی به  25مایع حذف شدند. سپس  LBشستشو با محیط 

در ده  یقه یکباریک دق زیابی گردید. نمونه ها هراضافه شد و هوادهی گردید. سپس تعداد سلولهای باکتریایی آلوده با فاژ ار

ردید. بر گولایه تعیین دقیقه یکبار اخذ گردید و در هر مورد تیتر فاژی با استفاده از روش آگار د 5/2دقیقه اول و سپس هر 

یز سا ( و اندازهLatent periodبه دست آمده، مدت زمان نهفته ) Plaque forming unit (pfu/ml) اساس تعداد 

 (.31( فاژها مشخص گردید )Burst sizeانفجاری )

شوینده و حلالهای سمزی، مواد ، نور ماورائ بنفش، شوک اpHمانی فاژها )دما، شرایط محیطی مختلف بر زنده ریتأث

 آلی (

س قرار ه سلسیودرج 60و  40 ،37، 22، 4، -20برای برآورد ثبات فاژها در دماهای مختلف، سوسپانسیون فاژی در دماهای 

 رفت. گساعت، میزان بقای فاژ با استفاده از تکنیک آگار دولایه مورد بررسی قرار  24و  1داده شد و پس از 

رار گرفت. برای قمورد بررسی  11و  9، 7، 5، 3های   pHی درذرات فاژپایداری  در ییایو قل یدیاس های مختلف pH ریتأث

ه شدند. نتایج گرماگذاری شدند به عنوان شاهد در نظر گرفت pH=7ه در ، فاژهایی کpHتعیین ثبات فاژ در سطوح مختلف 

 .(18پس از انجام روش آگار دولایه ارزیابی شد )

مانی باکتریوفاژهای لیتیک جداسازی شده روش توصیف شده توسط آلوگاردیا نور ماوراءبنفش بر میزان زنده ریتأثبرای بررسی 

لیتر از فاژ لیتیک درون یک پلیت استریل میلی 2ور مقدار فاده قرار گرفت. بدین منظبا کمی تغییرات مورد است 1و همکارانش

قرار گرفت و پس از  (=254λ نانومتر) UVمتر از لامپ سانتی 60دقیقه با فاصله  30و  15، 0های زیر هود لامینار در زمان

 (.29کنیک آگار دولایه مورد بررسی قرار گرفت )مانی فاژ با استفاده از تنمونه گیری از سوسپانسیون فاژی، میزان زنده

                                                           
et al Guardia-Allué 2  
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در  میسد دیکلر یحاو SMدر بافر  فاژذرات  ز گرماگذاریبا استفاده ا یشوک اسمز طیدر شرا وفاژهایباکتر یبقا یریگ اندازه

 دیبدون کلر SMبه سرعت در بافر  یفاژ سوسپانسیون حاصل سپس قرار گرفت. یمورد بررس قهیدق 15اتاق به مدت  یدما

 (.20گرفت ) قرار بررسی مورد دولایه روش آگار با فاژها بقای و میزانشد  قیرق میسد

ستیل و کاتیونیک  (SDS) دسیل سولفات سدیم دوآنیونیک مختلف  بیترک دو ی،ونی ندهیمواد شو فاژیاثر ضد  نییتع یبرا

. به این منظور، ذرات فاژی با محلول تندقرار گرف شیمورد آزما یذرات فاژ یبر رو(CTAB)  تری متیل آمونیوم بروماید

دقیقه در  1درصد )به مدت  CTAB 1/0درجه سلسیوس( و  45دقیقه در دمای  2درصد )به مدت  SDS 09/0ضد میکروبی 

به سرعت در های تعیین شده های حاصل پس از اتمام زمانسوسپانسیون سپسدرجه سلسیوس( گرماگذاری گردید.  22دمای 

 .(22گرفت ) قرار بررسی مورد دولایه روش آگار با های فاژیحضور پلاک و میزان هدش قیرق SMبافر 

 (DMSO) دیسولفوکس لیمت یاتانول، استون، کلروفرم و د شامل مختلف یچهار حلال آلحلالهای آلی، اثر  ریتأثدر زمینه 

(Merck, Germanyبر فاژ ) درصد 63 اتانولبه  یفاژهای انسیونبرای انجام این بررسی، سوسپ .گردید ی، بررسمورد نظر، 

به مدت  های آلیحلالی حاصل از فاژ مورد نظر و هامخلوط .گردیداضافه  درصد DMSO 50 و کلروفرم درصد، 90 استون

درجه  4در  قهیدق 10)کلروفرم( و  سلسیوسدرجه  4ساعت در  5/1(، )اتانول و استون سلسیوسدرجه  22ساعت در  1

به سرعت در بافر های تعیین شده های حاصل پس از اتمام زمانسوسپانسیون، سپس شدند. ریاگذاگرم (DMSO) سلسیوس

SM (.20گرفت ) قرار بررسی مورد دولایه روش آگار با فاژها بقای و میزان هشد قیرق 

 ( و نمکهای صفراوی SGFسازی شده معده )بررسی ثبات فاژها در مایع شبیه

و همکاران صورت گرفت  Colomدر نمکهای صفراوی، باروش  ی فاژها در محیط معده  و نیزمانبه این منظور بررسی زنده

(11.) 

 های باکتریایی مختلفبر روی جدایههای جداشده وفاژیباکتر یزبانیمحدوده م نییتع

یه بالینی جدا 20( شامل MDRهای باکتریایی مقاوم به چند دارو )تعیین طیف میزبانی باکتریوفاژها بر روی سایر سویه

 ATCC)اشریشیاکلیانسانی، یک سویه استاندارد  یوروپاتوژنیک اشریشیاکلیجدایه بالینی  14جدا شده از طیور،  اشریشیاکلی

، یک کلبسیلا پنومونیهجدایه بالینی باکتری  20(، ATCC 19430) سالمونلا انتریکا( یک سویه استاندارد باکتری 8739

و دو سویه استاندارد  آئروژینوزا سودوموناسجدایه بالینی  21(، PTCC 1290) هکلبسیلا پنومونیسویه استاندارد 

و یک سویه  استافیلوکوکوس اورئوسجدایه بالینی  18(، ATCC 9027 ATCC 27853) آئروژینوزا سودوموناس

ستفاده گردید ای ا( انجام شد. برای انجام این آزمایش از روش نقطه(ATCC 25923 استافیلوکوکوس اورئوساستاندارد 

(31.) 

 

 نتایج

 پلاکها و تیتراسیون فاژی

 PSeMa1/20سالمونلا انتریکا و فاژ جداسازی شده علیه باکتری  PEcMa2/19 اشریشیاکلیفاژ مربوط به باکتری 

 (.  1میلی متر بود )شکل  5/0گذاری شدند. قطر پلاکهای فاژی جداسازی شده در هر دو مورد تقریبا برابر با نام

بود و نتایج رقت سازی فاژ جداسازی شده علیه  pfu/ml 1010  ×56/2 فاژ خالص سازی شده علیه اشریشیاکلی برابر باتر تی 

 بود. 19/1×  1110نیز نشان داد که تیتر فاژ خالص سازی شده برابر با  سالمونلا انتریکاباکتری 
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 TEMبررسی خصوصیات شکلی فاژها با استفاده از میکروسکوپ الکترونی 

را توسط میکروسکوپ  PSeMa1/20و  PEcMa2/19ب به ترتیب تصاویر تهیه شده از دو فاژ  2الف و شکل  2شکل 

نانومتر و دمی به  50دارای سری چند وجهی و دمی بلند بود ) با قطر  PEcMa2/19دهد. ویروس الکترونی گذاره نشان می

)ب( فاژ  2باشد. با توجه به شکل می Siphoviridaeخانواده ها از خصایص نانومتر( که این ویژگی 110اندازه نقریبی 

PSeMa1/20 اساس شکل شبیه به اعضای به خانواده بر  نیزTectiviridae  70بود که سر بیست وجهی با قطر حدود 

 نانومتر داشته و بدون دم بود.

 (MOI) بهینه نسبت فاژ به باکتری نییتع

MOI فاژ زاتیل بدست آمده توسط تریت نیکه بالاتر بود 1/0برابر  استاندارد اشریشیاکلیجداسازی شده علیه باکتری فاژ  نهیبه 

(pfu/ml 810×92/3 ) بود وMOI چنین بود هم 01/0برابر  استاندارد سالمونلا انتریکاجداسازی شده علیه باکتری فاژ  نهیبه

 آورده شده است. 1برآورد شد که نتایج حاصل در جدول  (pfu/ml 910×39/3برابر با ) 1/20PSeMaبالاترین لیزات فاژ 

 

 یالهمرح کیرشد  کینتیجذب فاژ و س

دهنده این است که فاژ مورد نظر به سرعت در )الف( نشان 3در شکل  PEcMa2/19نتایج حاصل از جذب باکتریوفاژ 

توان مشاهده کرد که نیمی از باکتریوفاژهای موجود در نمونه جذب شد. با توجه به نمودار می اشریشیاکلیهای باکتری سلول

)ب( نیز نشان داد که این  3در شکل  PSeMa1/20نتایج حاصل از جذب فاژ در طی همان دقیقه اول جذب باکتری شدند. 

توان بیان کرد )ب( می 3گردید. با توجه به نمودار ارائه شده در شکل  سالمونلا انتریکاهای باکتری فاژ به سرعت جذب سلول

 د.های باکتریایی جذب شدنکه در همان دو دقیقه نخست بیش از نیمی از فاژها توسط سلول

جدا شده  PEcMa2/19ای فاژ نشان داده شده است. نتایج منحنی رشد یک مرحله 4شکل ای در سینتیک رشد یک مرحله

( کوتاه Latent period)الف( آورده شده است که نشانگر مدت زمان مخفی بودن ) 4که در شکل  اشریشیاکلیعلیه باکتری 

 257( در حدود Burst sizeان مشاهده کرد که اندازه سایز انفجاری )توچهار دقیقه ای فاژ بود. با توجه به نمودار می

pfu/cell  های باکتریایی در بوده است که به عنوان نسبت تعداد نهایی ذرات فاژ آزاد شده به تعداد اولیه سلول 20در دقیقه

 سالمونلا انتریکای کترجدا شده علیه با PSeMa1/20ای فاژ نتایج رشد یک مرحله طول دوره نهایی محاسبه گردید.

ای بود و با دقیقه 5( کوتاه Latent period)ب( نشان داده شده است. این فاژ دارای مدت زمان نهفته ) 4استاندارد در شکل 

بود که درحدود دقیقه  pfu/cell 396( این فاژ در حدود Burst sizeتوان بیان کرد که اندازه تولید نتاج )توجه به نمودار می

 داد.رخ  17

 مانی فاژهاعوامل محیطی مختلف بر زنده ریتأث

 6)الف و ب( و  5)الف و ب(،  4و اشعه ماورائ بنفش به ترتیب در شکلهای  pHنتایج مربوط به پایداری فاژها در برابر دما، 

ی اسمزار فش اترییتغپس از بررسی معین شد که هر دو فاژ در برابر ) الف و ب( قابل مشاهده است.  در مورد اثرات 

درصدی حفظ کردند. نتایج مربوط به بررسی میزان حساسیت فاژهای  100مانی خود را به صورت مورداستفاده زنده

PEcMa2/19  وPSeMa1/20  ارائه شده است.  7نسبت به عوامل فیزیکی و شیمیایی در شکل 

 ( و نمکهای صفراویSGFسازی شده معده )در مایع شبیه PSeMa1/20و  PEcMa2/19بررسی ثبات فاژهای 

را نشان  PSeMa1/20و  PEcMa2/19مانی فاژهای ( بر زندهSGFسازی شده معده )میزان تأثیر مایع شبیه 8شکل 

 )الف و ب( اثر نمکهای صفراوی بر زنده مانی دو فاژ مورد نظر را نشان داده است. 9دهد. همچنین شکل می
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 طیف میزبانی فاژها

( ATCC 8739 شریشیاکلی)ااشریشیاکلی جداسازی شده علیه باکتری  PEcMa2/19د که فاژ ای نشان دانتایج تست نقطه

نیز قادر به  سودوموناسجدایه  22مورد بود. از بین  8جداسازی شده از طیور قادر به لیز در  اشریشیاکلیجدایه  22از بین 

استافیلوکوکوس باکتری گرم مثبت  20یه از جدا 4جدایه بود. همچنین این باکتریوفاژ قادر به حذف  8ایجاد عفونت در 

که هر  کلبسیلا پنومونیهجدایه  20جدا شده از انسان و  یوروپاتوژنیک اشریشیاکلیجدایه  14بود. اما این فاژ بر روی  اورئوس

ها یک از این باکتری گونه فعالیت لیتیکی نداشته و قادر به لیز هیچها متعلق به خانواده انتروباکتریاسه بودند، هیچدوی این گونه

توان اظهار داشت که این باکتریوفاژ دارای گستره میزبانی فاژ مینبود. در واقع با توجه به نتایج طیف میزبانی این باکتریو

کند. نتایج طیف میزبانی باکتریوفاژ وسیعی نبوده و برای میزبان باکتریایی خود تا حد زیادی اختصاصی عمل می

PSeMa1/20 جداسازی شده از  اشریشیاکلیجدایه  22نشان داد که این فاژ از بین  سالمونلا انتریکا لیه باکتریجدا شده ع

 20جدایه، از بین  17نیز قادر به ایجاد عفونت در  سودوموناسجدایه  22مورد، از بین  14طیور قادر به ایجاد عفونت در 

 اشریشیاکلیجدایه  14دایه، از بین ج 13عفونت در  قادر به ایجاد استافیلوکوکوس اورئوسجدایه باکتری گرم مثبت 

قادر به کلبسیلا پنومونیه جدایه  20جدایه و در نهایت از بین  9ن قادر به ایجاد عفونت در جدا شده از انسا یوروپاتوژنیک

 جدایه بود. 15ایجاد عفونت در 

 

 

 
 

 PSeMa1/20شده توسط فاژ  جادیا یهاب: پلاک PEcMa2/19توسط فاژ  جادشدهیا یهالف: پلاک. ا1شکل
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 الکترونی میکروسکوپ با مشاهده شده PSeMa1/20 الکترونی ب: فاژ میکروسکوپ با مشاهده شده PEcMa2/19 . الف: فاژ2شکل

 
 

م سه آزمایش مستقل است که به صورت تکراری انجا های خطا نشان دهنده انحراف استاندارد ازمیله. سینتیک فاژ جذب شده در سلول باکتری 3شکل 

جذب شده در سلول  PSeMa1/20استاندارد. )ب( سینتیک فاژ  اشریشیاکلیجذب شده در سلول باکتری  PEcMa2/19)الف( سینتیک فاژ  اند.شده

 استاندارد سالمونلا انتریکاباکتری 
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)الف( .اندزمایش مستقل است که به صورت تکراری انجام شدهانحراف استاندارد از سه آهای خطا نشان دهنده میله. پایداری حرارتی فاژ. 4شکل 

 PSeMa1/20. )ب( نمودار پایداری حرارتی فاژ  PEcMa2/19نمودار پایداری حرارتی فاژ 

 

 
رد از سه آزمایش مستقل است که به صورت هنده انحراف استانداهای خطا نشان دمیله. پایداری فاژ در شرایط اسیدی و قلیایی مختلف. 5شکل 

در شرایط  PSeMa1/20در شرایط اسیدی و قلیایی مختلف )ب( نمودار پایداری فاژ  PEcMa2/19)الف( نمودار پایداری فاژ  اند.تکراری انجام شده

 مختلف اسیدی و قلیایی

 
 

های خطا نشان دهنده انحراف استاندارد از سه آزمایش مستقل میله. UVدر برابر  PSeMa1/20و  PEcMa2/19. نمودار پایداری فاژ های 6شکل 

 .انداست که به صورت تکراری انجام شده
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 .PSeMa1/20و  PEcMa2/19فاژ درصد زنده مانی بر  ییایمیاثرات عوامل ش سهیمقا. 7شکل 

 

 

 PSeMa1/20و  PEcMa2/19 هایفاژمانی بر زنده( SGFشده معده ) یسازهیشب عیما ریتأث .8شکل 

 

 

 PSeMa1/20 و PEcMa2/19فاژ  یمانبر زنده یاثر نمک صفراو. 9شکل

 

 

 از سه آزمایش مستقل ارائه SD ± نتایج به عنوان مقادیر میانگین PSeMa1/20و  PEcMa2/19فاژ بهینه فاژهای  MOI. 1جدول

Phage titers (pfu/mL) 

PEcMa2/19 

Phage titers (pfu/mL) 

PSeMa1/20 

MOI pfu of 

phage 

CFU of E. coli ATCC 8739 strain 

and salmonella enterica ATCC 
19430 

2.25×108 1.36×109 100 108 106 

3.02×108 2.03×109 10 108 107 

2.02×108 1.43×109 1 108 108 
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3.92×108 2.11×109 0.1 107 108 

1.09×108 3.39×109 0.01 106 108 

2.92×108 2.46×109 0.001 105 108 

3.25×108 2.66×109 0.0001 104 108 

 

 گیریحث و نتیجه ب

به  ی فاژهاماندرنسیل پتا، در دهه گذشته توجه به مقاوم در برابر دارو ییایباکتر یهااز عفونت یناش اتمقابله با خطر یبرا

 ها افزایش یافته است. نظر به خصوصیات منحصر به فرد فاژها مانند عملکرد اختصاصی، ارزانبیوتیکآنتی نیگزیجا عنوان

تواند ییر صنایع مو نیز در مورد سا های بالینیاستفاده از باکتریوفاژها در زمینهارض جانبی جدی برای بدن، بودن و فقدان عو

 (. 14رهیافتی بیولوژیک و موثر باشد )

ای که انجام گرفته است. در مطالعه سالمونلاو  اشریشیاکلیهای مطالعات متعددی برای جداسازی فاژهای لیتیک علیه باکتری

متعلق به خانواده  17FSو  11FSهای انجام دادند دو باکتریوفاژ اختصاصی به نام 20212و همکاران در سال مالیک 

Myoviridae های و دو باکتریوفاژ به نامPS8  وPS6  متعلق به خانوادهSiphoviridae  اشریشیاکلیرا علیه باکتری 

( ATCC 8739 شریشیاکلی)ا اشریشیاکلیده علیه باکتری ی حاضر نیز فاژ جداسازی ش(. در مطالعه23جداسازی کردند )

انجام دادند پنج فاژ مختلف  32018ی دیگری که لی و همکاران در سال بود. در مطالعه Siphoviridaeمتعلق به خانواده 

اکتری لیه برا ع Tectiviridaeو یک فاژ متعلق به خانواده  اشریشیاکلیرا علیه باکتری  Siphoviridaeمتعلق به خانواده 

 ی ما همخوانی داشت.  ( که با مطالعه22جدا سازی کردند ) سالمونلا

ای مطالعه 4گردد. توپکا و همکارانها از خصوصیات مهم در عملکرد فاژی محسوب میمیزان جذب باکتریوفاژ توسط باکتری

انجام دادند.  اشریشیاکلیه باکتری جداسازی شده علی vB_EcoS-95در زمینه بررسی میزان جذب باکتریوفاژ  2019در سال 

جذب شد به میزانی که پس از گذشت دو دقیقه  اشریشیاکلینتایج این مطالعه نشان داد که باکتریوفاژ به سرعت توسط باکتری 

در مطالعه حاضر نیز در طی دو . ( 31های میزبان شدند )درصد از فاژهای موجود در مخلوط فاژ و باکتری جذب سلول 50

 های باکتری میزبان شدند.جذب سلول PEcMa2/19نخست، نیمی از فاژهای دقیقه 

 یمنحن کشود. یگیری میهای باکتری توسط فاژ با استفاده از سینتیک رشد فاژ و میزان جذب اندازهمیزان آلوده کردن سلول

، زمان وفاژیجذب باکتر زانیند مانم یملاحظات دهد. حیمراحل مربوط به انتشار فاژ را بهتر توض تواندمی ایمرحله کیرشد 

ای که توپکا و همکاران در در مطالعه .(34) دارند هبالقو یفاژ درمانبرنامه  کی نیدر تدو ینقش مهم سایز انفجاریو  حیتلق

انجام دادند، مشخص شد که این  اشریشیاکلیای باکتریوفاژ جدا شده علیه باکتری بر روی نمودار رشد یک مرحله 2019سال 

(. در 31دقیقه بود ) 25تا  20در زمانی حدود  115pfu/mlی )میزان ترکیدگی( در حدود اکتریوفاژ دارای یک سایز انفجارب

اتفاق افتاد. بائو و  20بود که در دقیقه  pfu/cell 257در حدود  PEcMa2/19مطالعه حاضر نیز میزان ترکیدگی فاژ 

-PSPu-4و  PSPu-95ای باکتریوفاژهای بر اساس نتایج به دست آمده از نمودار رشد یک مرحله 2011همکاران در سال 

دقیقه و سایز انفجاری این دو فاژ را به ترتیب در  20زمان نهفته را در حدود  سالمونلا انتریکاجدا شده علیه باکتری  116
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 PSeMa1/20ی حاضر سایز انفجاری که توسط فاژ که در مطالعه(. در حالی5تخمین زدند ) pfu/ml 86و  5/77حدود 

 اتفاق افتاد. 17بود که در حدود دقیقه  pfu/cell 396رخ داد در حدود  سالمونلا انتریکاجدا شده علیه باکتری 

سزایی دارد از مهمترین ها اهمیت بهجهت استفاده عملی از آن میزان پایداری باکتریوفاژها در برابر شرایط محیطی مختلف

توان نام برد. های آلی و نور ماورائ بنفش را میها و حلال، مواد شیمیایی، دترجنتpHتوان به دما، عوامل محیطی می

کند. جوانا را غیر فعال میپروتئین فاژها اند که درجه حرارت بالا به دلیل دناتوراسیون اسیدنوکلئیک و مطالعات نشان داده

فعالیت لیتیک خود را بعد از  اشریشیاکلیجداسازی شده علیه باکتری  75JBمشاهده کردند که فاژ  5باروس و همکاران

، بقای خود PEcMa2/19ی حاضر فاژ درجه سلسیوس به طور کامل از دست داد. با این حال در مطالعه 60انکوباسیون در 

توانند در مقابل تیمارهای (. فاژهای مختلف می6ساعت گرماگذاری همچنان حفظ کرد ) 24بعد از درجه سلسیوس  60را در 

ای که تواند تفاوت نتایج در دو مطالعه را توضیح دهد. در مطالعهدمایی رفتارهای متفاوتی را از خود بروز دهند و این امر می

انجام شد، نتایج  سالمونلا انتریکاجدا شده علیه باکتری  01/2PSeMaبر روی فاژ  2016در سال  6توسط احمدی و همکاران

 80و  70درجه نیز توانایی لیتیک خود را حفظ کرد اما در دماهای بالاتر مانند دمای  60نشان داد که این فاژ در دمای بالای 

 60در دمای بالای  PSeMa1/20ی حاضر نیز فاژ (. در مطالعه2گیری را نشان داد )درجه توانایی بقای این فاژ کاهش چشم

درجه سلسیوس را  -20و  4ی حاضر توانستند هر دو دمای درجه توانایی بقای خود را حفظ کرد. فاژهای موجود در مطالعه

اری در مورد فاژ علیه که بیشترین ماندگنشان داد در حالی -20بهترین پایداری را در  سالمونلاتحمل کنند و فاژ لیتیک علیه 

مانی فاژها در درجه سلسیوس بود. در مطاله حاضر همچنین بررسی زنده 37تا  22استاندارد در فاصله دمایی  اشریشیاکلی

)دمای یخچال معمولی( به منظور اطمینان از زنده ماندن فاژ در طول  4)دمای فریزر( و  -20دماهای پایین همچون 

توان به این نکته اشاره بهینه فعالیت فاژها در موارد بالینی میدر ارتباط با یافتن دمای سازی و حمل و نقل انجام شد. ذخیره

تواند دهد دمای محل عفونت میکه عفونت رخ میدرجه سلسیوس است اما زمانی 2/33کرد که دمای سطح پوست در حدود 

موضعی از فاژها باید  بد که این مورد در استفاده درمانیچنین افزایش متابولیسم افزایش یاهای ایمنی و همبه دلیل واکنش

تا  31تواند بین های عفونی میانجام دادند، دمای زخم 7(. با توجه به تحقیقاتی که دین و همکارانش28موردتوجه قرار گیرد )

درجه سلسیوس باشد و در نتیجه در صورت استفاده از فاژ به عنوان یک راهکار درمانی در درمان عفونت باکتریایی، فاژ  35

 (.12به تحمل محدوده دمایی محل عفونت باشد )باید قادر 

pH ای که روی در مطالعه 8تواند در عملکرد باکتریوفاژها موثر باشد. نیو و همکارانبه عنوان یک عامل محیطی مهم می

 پس از =3pHهای مختلف انجام دادند نشان دادند که تیتر این فاژ در  pHای از ( در طیف گستردهAKFV33پایداری فاژ )

ی حاضر فاژهای که در مطالعهدر حالی .(25ساعت به حدود صفر رسید ) 24دقیقه گرماگذاری کاهش یافته و پس از  15

و  1پس از  PSeMa1/20استاندارد  سالمونلا انتریکاو  PEcMa2/19استاندارد فاژ  اشریشاکلیجداسازی شده علیه باکتری 

ی حاضر هر دو فاژ جداسازی مانی خود را حفظ کردند. در مطالعهههمچنان توانایی زند =3pHساعت گرماگذاری در  24

از خود نشان دادند.  =3pHفاژها توانایی بقای بسیار بیشتری را نسبت به  =5pHحساس بوده و در  =3pHشده نسبت به 

های مختلف نشان  pHهمچنین در مطالعه ما مشخص گردید که فاژ جدا شده علیه سالمونلا در حالت کلی پایداری بهتری در 

 9تا  pH 3در محدوده  اشریشیاکلیکه فاژ جدا شده علیه نیز ماندگاری خوبی را نشان داد در حالی =11pHداد و حتی در 
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 3 تیبر فعال 11تا  3از  pH مختلف ریمقاد ریانجام شد، تاث 2018که در سال  9در مطالعه چن و همکارانپایدار بود. 

مورد  کایسالمونلا انتر یباکتر هیجدا شده عل vB_SenS_PHB07و  vB_SenS_CSP01  ،SenS_PHB06وفاژیباکتر

و  vB_SenS_CSP01 یحال فاژها نیبودند. با ا داریپا 9تا  5از  pH ریقرار گرفت. سه فاژ در مقاد یبررس

vB_SenS_PHB06  3به نسبتpH=  نیض ادر هنگام قرار گرفتن در معر دو فاژ نیا یمانزنده زانیبودند و محساس 

pH  فاژ  رایز شتمطالعه حاضر مطابقت دا جیبا نتا نیکه ا افتیکاهشPSeMa1/20 در زین pH کیتیل ییتوانا 9تا  5 یها 

نشان  =7pHفاژ جداسازی شده در یک مطالعه بهترین فعالیت لیتیک خود را در  .(10) بود سحسا =3pHداشت و به  ییبالا

توانایی بقای فاژ به صورت کامل از دست رفته و تیتر فاژ  =11pHکاهش یافت و در مانی فاژ زنده =9pHکه در داد در حالی

تواند به دلیل تفکیک پروتئین کپسید ناشی از غلظت بالای هیدروژن و یون می =11pHبه صفر رسید. کاهش تیتر فاژ در 

 (. 16هیدروکسید موجود در محلول باشد )

ر فعال کند و از کاربرد آن به عنوان یک عامل کنترل کننده زیستی جلوگیری کند. در تواند فاژ را غیتابش اشعه ماوراءبنفش می

دقیقه،  30و  15انجام دادند، فاژها پس از قرار گیری در معرض نور ماوراءبنفش به مدت  10ای که رامیرز و همکارانمطالعه

ی حاضر نیز فاژهای موجود پس از ر مطالعه(. د29پایداری خود را از دست داده و به یک سطح غیر قابل تشخیص رسیدند )

دقیقه پایداری خود را از دست داده و تیتر فاژها به صفر رسید  30و  15قرار گیری در معرض تابش نور ماوراءبنفش به مدت 

 و این نتیجه مشابه با نتایج مطالعاتی است که توسط رامیرز و همکارانش انجام شده است.

مانی طیف وسیعی از فاژها انجام شد مطالعات های مختلف بر زندهبر روی تاثیر دترجنت 2016بر طبق بررسی که در سال 

اشتند و در دحساسیت بسیار بالایی  SDSدرصد فاژهای بررسی شده در این تحقیق نسبت به  79نشان دادند که در حدود 

العه نشان داد که نیز نتایج این مط CTAB حضور این ماده یونی فعالیت لیتیک فاژ بسیار کاهش یافت. در ارتباط با ماده

ت درصد از فاژهای موجود در این مطالعه نسبت به این ماده حساسی 78یابد و مانی فاژها در حضور این ماده کاهش میزنده

ها مانی فاژها بر روی زندهتنیز پژوهشی در رابطه با تاثیر دترجن 2019(. در سال Juczak et al, 2016بالایی داشتند )

ر حضور درا نشان داد به حدی که  CTABو  SDSصورت گرفت که نتایج این مطالعه نیز حساسیت بالای فاژ نسبت به 

SDS مانی فاژ به صفر رسید. در حضور میزان زندهCTAB 67مانی فاژ نیز زنده ( درصد بودTopka et al, 2019 نتایج .)

 های آلیداشت. نتایج حاصل از تحقیقات نشان داد که حلال موجود در مطالعات ذکر شده با پژوهش حاصل همخوانی

ه باژها نسبت ف( باعث افت قابل توجهی در میزان تیتر فاژهای مورد مطالعه شد. همچنین اکثر DMSO)اتانول، استون و 

مانی هانایی زندتو اژها در حضور این حلال آلیکه اکثر ف ترین عامل ضد فاژی بودکلروفرم کاملاٌ مقاوم بودند و استون اصلی

ترین حلال آلی که بیشترین تاثیر را بر روی فاژ داشت اتانول بود زیرا ی حاضر اصلی(. در مطالعه20دادند )خود را از دست 

 فر بود.مانی فاژ در برابر این ماده برابر با صمیزان زنده

های فاژ به دلیل اسیدیته دلیل دناتوراسیون پروتیندر استفاده خوراکی از فاژها کاهش میزان بقای فاژ ممکن است عمدتاً به 

مانی فاژ در مایع بر روی میزان زنده 2015در سال  11ای که توسط جان کلوم و همکارانشدید معده باشد. در مطالعه

موریوم  تیفیسالمونلاسازی شده معده انجام شد. نتایج این مطالعه نشان داد که میزان تیتر فاژ جداسازی شده علیه باکتری شبیه
گیری درجه سلسیوس با گذشت زمان کاهش چشم 42سازی شده معده در دقیقه گرماگذاری در مایع شبیه 60و 30، 0پس از 
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سازی شده معده بعد مانی فاژ را در مایع شبیهکاهش میزان زنده 2018(. در مطالعه دیگر رامیرز و همکاران در سال 11یافت )

انجام دادند، تاثیر مایع  2000در سال  12(. در مطالعه دیگری که کاو و همکاران29ردند )دقیقه گزارش ک 30از گذشت 

تر شدن را مورد بررسی قرار دادند. نتایج این تحقیق نشان داد که با اسیدی 4و  3، 2های مختلف  pHسازی شده معده با شبیه

 pHسازی در ترین میزان فعالیت لیتیک فاژ در مایع شبیهیابد. کممانی فاژ کاهش میمایع شبیه سازی شده معده، میزان زنده

سازی شده معده کاهش یافته مانی فاژ با گذشت زمان در مایع شبیه(. در مطالعه حاضر نیز میزان زنده8مشاهده شد ) 2برابر با 

 دقیقه به صفر رسید.  60و در 

 ای که رامیرز وبردی از فاژها مطرح باشد. در مطالعهامل مهم در استفاده کارهای صفراوی نیز به عنوان یکی از عونمک

های صفراوی انجام دادند نتایج درصد نمک 2و  1های بر میزان پایداری فاژ در برابر غلظت 2018همکاران در سال 

و همکاران دیگری که توسط احمدی  ی(. در مطالعه29های صفراوی بود )مانی فاژ در برابر نمکدهنده کاهش میزان زندهنشان

انجام شد،  سالمونلا انتریکااکتری جدا شده علیه ب PSEمانی فاژ لیتیک بر روی تأثیر نمک صفراوی بر زنده 2016در سال 

مانی خود را به صورت کامل های معین زندهنتایج نشان داد که این فاژ در مقابل درصدهای مختلف نمک صفراوی در زمان

لظت نمک غش میزان یز مطابق مطالعه رامیرز میزان فعالیت لیتیک فاژهای منتخب با افزای(. در مطالعه حاضر ن2حفظ کرد )

 صفراوی و با گذشت زمان کاهش یافت. 

باشد که در ها میهای استفاده درمانی از باکتریوفاژها، بررسی طیف میزبانی آنیکی از مهمترین موارد به خصوص در زمینه

های مقاوم به تمال استفاده از مخلوط فاژی برای اثربخشی بهتر روی حذف عفونتها بر این اساس، احدرمان عفونت

 اشریشیاکلیسویه  53از میان  1131myPSH( فاژ 2018) 13بیوتیک وجود دارد. مطابق با تحقیقات مانوهار و همکارانآنتی

(EPEC, EHEC ,ETEC ,EAEC ,UPEC  اشریشاکلیو یک سویه ناشناس ) در مطالعه  .(24بود ) سویه 31قادر به لیز

های باکتریایی در مقابل طیف وسیعی از سویه PSeMa1/20و  PEcMa2/19حاضر نیز طیف میزبانی و خواص لیتیک فاژ 

جدایه باکتری  98فعالیت لیتیک متفاوتی را در برابر  PSeMa1/20و  PEcMa2/19مورد بررسی قرار گرفت. فاژهای 

 98از خود نشان دادند در واقع از بین  کلبسیلاو  استافیلوکوکوس، سودوموناس، کلیاشریشیاهای بیماریزای مختلف از جنس

که فاژ باکتریایی بود در حالی درصد( جدایه 4/20) 20قادر به لیز  PEcMa2/19جدایه مورد استفاده در این مطالعه فاژ 

PSeMa1/20  که اثر لیتیک فاژ  ود. این در حالی استدرصد( جدایه باکتری ب 3/69) 68قادر به لیزPEcMa2/19  روی

بود و در کل طیف میزبانی محدودتر باکتریوفاژ  PSeMa1/20به مراتب کمتر از  اشریشیاکلیهای بالینی جدایه

PEcMa2/19  علیه سایر جدایه های باکتریایی نیز حاکی از اختصاصیت بالای عملکرد فاژPEcMa1/20 که بود در حالی

های مختلف بود. ها در سویهمیزبانی گسترده تری بود و قادر به لیز تعداد زیادی از باکتری دارای طیف PSeMa1/20فاژ 

نتایج حاصل از بررسی طیف میزبانی باکتریوفاژهای جداشده ضرورت مطالعه دقیق طیف میزبانی باکتریوفاژهای مورد نظر را 

 رساند.می

 نتیجه گیری کلی:
ها در کنار ی دو باکتریوفاژ جداسازی شده، سایز انفجاری بالا و نیز زمان نهفته کوتاه آنبا توجه به پتانسیل ضدباکتریایی بالا

های مورد نظر در موارد لازم و ها علیه باکتریها در برابر عوامل محیطی، پس از بررسی طیف میزبانی آنپایداری مناسب آن
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فاژی، استفاده از پتانسیل ضدباکتریایی این فاژها در موارد انجام برخی آزمایشات تکمیلی دیگر از جمله آنالیزهای مولکولی 

 .تواند بسیار موثر باشدهای کاربردی دیگر میدرمانی و زمینه

 سپاسگزاری
نویسندگان مقاله از آقای عوض سیفی کارشناس آزمایشگاه میکروبیولوژی دانشگاه مراغه جهت کمکهایشان در انجام این 

 یند.پژوهش تشکر و قدردانی می نما
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Abstract 

Introduction: Given the growing prevalence of antibiotic-resistant strains of bacteria, it is 

important to find suitable alternatives to antibiotics. 

Materials and Materials: In this study, two lytic bacteriophages (phages) were isolated 

against Escherichia coli and Salmonella enterica using the bilayer-agar method and their 

biological and morphological characteristics were evaluated. Also, the effect of a number of 

environmental factors on these phages was investigated. 

Results: The burst size and latent period of isolated phage against E. coli (PEcMa2/19) were 

257 pfu/cell and four minutes, respectively, and the values for phage isolated against 

Salmonella enterica (PSeMa1/20) were 396 pfu/cell, and five minutes respectively. 

According to electron microscopy imaging, PEcMa2/19 and PSeMa1/20 were located in the 

Siphoviridae and Tectiviridae families. Both phages showed high stability to the temperatures 

used. Higher phage survival rates of PEcMa2/19 and PSeMa1/20 were observed at pH = 5-7 

and pH = 5-9, respectively. Phase PSeMa1/20 was more stable to UV exposure and both 

phages were highly resistant to osmotic shock. Isolated phage against E. coli had a lower host 

spectrum than PSeMa1/20 for the lysis of clinical isolates.  

Conclusion: Due to the very suitable characteristics of the phages, after performing additional 

experiments including careful study of the host spectrum of each phage against the desired 

bacteria and molecular analysis of their genomes, they are recommended as candidates to 

fight bacterial problematic isolates. 
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