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  چكيده 
ها  در تخريب باكتري يژهو بههاي پروكاريوت و  هايي هستند كه بر سلول باكتريوفاژها ويروس :مقدمه

كه هر باكتريوفاژ تنها بر باكتري خاصي   يا گونه بهها بسيار انتخابي است،  مكانيسم اثر آن. اثرگذارند
توانند جايگزين مناسبي براي  ها به دليل داشتن خواص ويژه،  مي باكتريوفاژ. گذارد اثر مي
وص هدف اين تحقيق جداسازي باكتريوفاژ مخص. هاي عفوني باشند ها در درمان بيماري بيوتيك آنتي

  .باكتري اشريشياكلي از فاضلاب است
فاضلاب خام بود و  ليتر يليم 50شامل حدود  هركدامهشت نمونه از فاضلاب كه  :روش بررسي

سپس با محيط كشت . آوري شد خانه زرگنده واقع در تهران جمع دقيقه از تصفيه 10زماني  بافاصله
Heart Infusion Medium)-Brain (BHI: مايع جهت رشد  محيط كشت عنوان به

سازي ، تلقيح باكتري و تعيين ميزبان نيز  مراحل ديگر كار شامل خالص. ها مخلوط شد ميكروارگانيسم
بر روي  باكتريوفاژ يرتأثبودن  انتخابي جهت. براي جداسازي باكتريوفاژ انجام شدند

 ،E.coli (ATCC25922)، Enterococcus faecalis (ATCC19433):يي مانند ها ميكروارگانيسم
Staphylococcus aureus (ATCC2392) وYersinia enterocolitica (ATCC9610) 

  .بررسي شد
آزمايش تعيين ميزبان نشان داد كه .از هر هشت نمونه باكتريوفاژ منتخب اشريشياكلي جدا شد :ها يافته

ند،اما روي ساير قادر به ليز كردن و از بين بردن باكتري اشريشياكلي هست يخوب بهاين فاژها، 
  .ندارند يريتأث، هيچ مورداستفادههاي  باكتري
با توجه به . كنند اختصاصي عمل مي صورت بهنشان داد كه باكتريوفاژها  آمده دست بهنتايج  :گيري نتيجه

توانند جايگزين مناسبي براي  ها در حال افزايش است، باكتريوفاژها مي بيوتيك ميزان مقاومت به آنتي ينكها
  .هاي باكتريايي باشند ها در درمان عفونت بيوتيك كاربرد آنتي

 بيوتيك باكتريوفاژ، فاضلاب، اشريشياكلي، آنتي :هاي كليدي واژه
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     جداسازي و تعيين اختصاصيت باكتريوفاژ بومي اشريشياكلي از فاضلاب خام 

  مقدمه

ها به  بيوتيك ها در برابر آنتي امروزه مقاومت ميكروارگانيسم

كننده در بهداشت و درمان جهاني  موضوعي مهم و نگران

ها براي يافتن جايگزيني مناسب  تلاش رو ازاين. است شده يلتبد

ايجاد مقاومت در  خصوص بهها كه مضرات آن  بيوتيك براي آنتي

يكي از . باشد برابر درمان را نداشته باشد يك امر ضروري مي

هاي باكتريايي استفاده شود،  تواند در درمان مواردي كه مي

هايي هستند كه بر  ها ويروس باكتريوفاژها يا فاژ. ها هستند باكتريوفاژ

باكتريوفاژ به معني خورنده . گذارند هاي پروكاريوت اثر مي سلول

به دليل آن است كه در ابتداي  گذاري نامباشد و اين  اكتري ميب

  ). 1،2(خورند ها را مي ها باكتري شد كه آن ها گمان مي كشف آن

هايي هستند  ها باكتريوفاژها ارگانيسم هاي ويروس همانند ساير گونه

كه براي زنده ماندن نياز به يك سلول ميزبان دارند و از طريق 

ها در  باشند، تفاوت فاژ ادر به بقاء و تكثير ميتغذيه از آن سلول ق

كه هر فاژ تنها بر  يا گونه بهباشد  ها مي آن بودن يانتخابخاصيت 

 تأثير يبها  گذار و بر ساير ميكروارگانيسم باكتري خاصي اثر

هاي  ها در سراسر طبيعت و در سلول باكتريوفاژ). 2،3(باشد مي

در ). 4،5(گسترده پراكنده هستند صورت بهميزبان باكتريايي 

ها در درمان موجب پديده  بيوتيك هاي اخير استفاده زياد از آنتي دهه

بيوتيكي شده است كه اين بالقوه يك خطر جدي براي  مقاومت آنتي

باكتريوفاژها كه موجب  رو ازاين. باشد آينده بهداشت جهاني مي

 يمتلاشري و شوند و خود نيز سبب از بين رفتن باكت مقاومت نمي

هاي اخير درمان عوامل باكتريايي  شوند، در سال آن مي شدن

  ) .6( اند توجهات زيادي را به خود جلب كرده

ها داراي طولي  ها در شكل متفاوت هستند و بيشتر آن باكتريوفاژ

و يك كپسيد  يكسرهر فاژ داراي . متر دارند نانو 24- 200 اندازه به

توانند در  در آن قرار دارد و نيز مياست كه اطلاعات ژنتيكي سلول 

براي ورود به سلول ميزبان، ). 7- 9(اندازه و شكل متفاوت باشند 

باكتريوفاژها به سطح سلول چسبيده و با تزريق نوكلئوتيك اسيد خود 

 يدمثلتولبه داخل سلول و استفاده از اطلاعات ژنتيكي آن قادر به 

طبيعي در  طور بهاست كه هايي  اشريشياكلي از باكتري). 10(باشد مي

فلور روده انسان حضور دارد ولي در شرايط خاصي مانند حالات 

روده، ضعف سيستم ايمني سلول ميزبان و يا شرايط  يرعاديغ

سپسيس،  ازجملههايي  تواند موجب بيماري نامساعد محيطي مي

هاي زخم، گاستروانتريت و مننژيت نوزادي ايجاد  عفونت

مطالعه تلاش بر جداسازي باكتريوفاژ بومي  هدف اين). 11،12( كند

  .باشد باكتري اشريشياكلي از فاضلاب خام مي

  روش بررسي 

شامل حدود  هركدامهشت نمونه از فاضلاب : جداسازي باكتريوفاژ

دقيقه از  10زماني  بافاصلهفاضلاب خام و نيز  ليتر يليم 50

از  ها ونهنمسپس . آوري شد خانه زرگنده واقع در تهران جمع تصفيه

در يخچال  روز شبانهگذاري شده و مدت يك  شماره 1-8شماره 

سپس . ها نگهداري شدند نشيني آلودگي اوليه آن ته منظور به

دور در دقيقه سانتريفوژ شده و مايع  4000ها هركدام با دور  نمونه

 از  ليتر يليم 80. آوري شد هاي جداگانه جمع رويي آن در لوله

(Brain, Heart Broth) BH Broth   در ارلن ماير تهيه و سپس

 10ميكرون با  22/0ليتر از هر نمونه پس از عبور از فيلتر  ميلي 10

عبور از فيلتر با . تركيب شدند شده يهتهليتر از محلول براث  ميلي
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شود تا هيچ باكتري وارد لوله حاوي محلول  سبب مي ذكرشدهابعاد 

ليتر از محلول كشت تازه  ميلي 10مراحل  ينبعدازا. براث نشود

از  روز شبانهكه تنها يك )   ATCC 25922( باكتري اشريشياكلي 

 منظور بهها  نمونه. شود گذرد، به هر لوله اضافه مي كشت آن مي

. شوند به هم زده مي  Vortexدستگاه  يلهوس به يخوب بهاختلاط بهتر 

 37در انكوباتور با دماي ساعت  24ها به مدت  در پايان تمام نمونه

  . گيرند گراد قرار مي درجه سانتي

ها خارج و ميزان  ساعت نمونه 24بعد از : سازي باكتريوفاژ خالص

ها داراي كدورت  شود كه نمونه كدورت هر لوله بررسي مي

كه كدورت كمتري  3لوله شماره . الي مك فارلند بودند 1تقريبي 

ه بيشترين باكتريوفاژ در آن است، اي ك نمونه عنوان بهرا دارا بود، 

 3براي اين نمونه  شده دادهانتخاب گرديد و كليه مراحل توضيح 

. مك فارلند برسد 5/0به كدورت  حدوداًمرتبه تكرار گرديد تا 

سانتريفوژ شده و سوپرناتانت به داخل يك لوله  مجدداًنمونه 

 يده لشكباكتريوفاژ كه به آن  يساز خالصدر . استريل، منتقل شد

  PFU)(اختصار بهكه  Plaque Forming Unitsواحد پلاك يا

كه در   (DLA)يا  Double-Layer Agar ميگويند از روش

است،  شده پرداختهبه آن ) Russel  )13،14و  Sambrookمطالعه 

با  ليتر از محلول نمونه فاژ ميلي 100خلاصه،  طور به. استفاده گرديد

 24كه  شده دادهاز سوسپانسيون باكتري تازه كشت  ليتر يليم 100

درجه سانتي گراد بوده، مخلوط شده و سپس  37ساعت در دماي 

بايد دقت شود كه . اضافه گرديد% 7/0از آگار  ليتر يليم 4به 

سپس مخلوط روي پليت . حائز اهميت است ها آناختلاط مناسب 

ست، ريخته شد ا% 5/1آگار  ليتر ميلي 10متري كه حاوي  ميلي 90

در دماي اتاق خشك شدند،  كاملاًدقيقه كه پليت ها  10و بعد از 

گراد  درجه سانتي 37ساعت در انكوباتور با دماي  24به مدت 

  .قرار گرفتند

در گام بعدي هدف تعيين باكتري : تعيين سلول ميزبان باكتريوفاژ

فاژ  تأثيربررسي  منظور به.  است آمده دست بهميزبان فاژي است كه 

آزمايش اختصاصي عمل كردن  منظور بهو همچنين  شده استخراج

براي اين منظور . اضافه گرديد ها يباكترآن، محلول فاژ به ساير 

كه همگي در فاز  BHI Brothچند كشت تازه در محلول 

 E.coli(ATCC  هاي لگاريتمي منحني رشد بودند، از باكتري

25922)  ،Yersinia enterocolitica (ATCC 9610)  ،

Staphylococcus aureus (ATCC 2392) وEnterococcus 

faecalis(ATCC 19433)  از  هركدامسپس  كرده تهيه

هاي باكتريايي را در پليت حاوي آگاروز ريخته شدند و در  محول

از محلول حاوي باكتريوفاژ  به هر يك از اين  ليتر ميلي 1گام آخر 

 37ساعت در درماي  24 سپس  به مدت. پليت ها اضافه گرديد

  .قرار داده شدند گراد يسانتدرجه 

  ها يافته

پليت حاوي  يبر روسازي باكتريوفاژ، آن را  بعد از خالص

درجه  37اشريشياكلي اضافه نموده و پس از انكوباسيون در دماي 

ساعت ، مشاهده شد كه باكتريوفاژ بر  24گراد به مدت  سانتي

ليز كرده و از بين برده و سبب  يخوب بهباكتري اثر گذاشته و آن را 

  ).1شكل(ايجاد نقاط خالي در سطح آگار شده است

هاي متفاوت  باكتري: كنند باكتريوفاژها بسيار انتخاب پذير عمل مي

بالاي باكتريوفاژ  يريانتخاب پذدر برخورد با يك نوع باكتريوفاژ، 
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  

Staphylococ

 Yersinia 

تغيير مانده و  بي

دهنده اين ي نشان

شده و از بين رفته

و نيز مكانيسم ا

 كه به مقاومت

  ).15،16(ت

آن موجب ايجاد

ت سلامت عمومي

ها پس از دوره ت

نتيجه گرفتند كه

ط اطراف، كنترل

 ).19. (مود

د در فاضلاب در

اين.  اشاره دارند

ون ما را از بين

و  Abdulla نيز 

عنوان بهوفاژ ها 



 ccusهاي  كتري

Enteroc و

وفاژ اشريشياكلي

ط به اشريشياكلي

ي ليز شاين باكتر

ها يماريب ها در 

ها بيوتيك ر آنتي

 رو به افزايش است

آ يجهدرنتك كه 

مواره از مشكلات

تواند مدت كي مي

)17،18 .(  

 كه انجام دادند ن

و محيط زيست ط

ضلاب استفاده نمو

كتريوفاژ موجود

پروسه لجن فعال

راموهاي مضر پي ي

  ). 20-22(شند

B و همكارانش و

توان از باكتريو ي

شود كه باك ده مي

occus faec

در برابر باكتريو 

ت كه پليت مربوط

از ا اي ملاحظه بل

  گيري 

رد نقش باكتري

حدود نمودن اثر

 است، در  جهان

بيوتيك مصرف آنتي

شود، هم يكي مي

بيوتيك قاومت آنتي

محيط يافت شود

اي ارانش مطالعه

يطمحها در وفاژ 

 تصفيه آب و فاض

با مؤثرز به نقش 

در پ يژهو بهضلاب 

باكتري يسادگ ه

د ضرري داشته با

Borregoت كه 

ه كردند كه مي

مشاهد 2در شكل

aureus ،alis

enterocolitica

ين در حالي است

قاست كه مقدار 

  .ست

گ حث و نتيجه

ها در مور گراني

ها در مح عمل آن

اكتريايي مشهور

ظرفيت و مقدار م

بيوتي مقاومت آنتي

مق. در جهان است

ستفاده از آن در م

Raghu  و همكا

توان از باكتريو مي

ها و نيز در يوفيلم

مطالعات كمي نيز

تصفيه آب و فاض

بهتوانند  ها مي فاژ

خود آنكه يببرند

ه همين علت است

همكارانش اشاره

   خام

 يخوب

ر برابر

د

s

a

اي

اس

اس

بح

نگ

ع

با

ظ

م

د

اس

م

بي

م

تص

ف

بب

به

ه

شياكلي از فاضلاب خ

خ بهي را شريشياكل

حالي است كه در

  ).2شكل(

 وي اشريشيا كلي

  موردمطالعههاي

كتريوفاژ بومي اشريش

كه باكتريوفاژ، اش

ذاشته و اين در ح

بوده است اثر بي ً

ژ بر روي پليت حاو

ه ژ بر روي باكتري

عيين اختصاصيت باك

ك يا گونه بهدادند

مطلوبي گذ تأثير

تقريباًاي باكتري 

باكتريوفاژ تأثير: 1

باكتريوفاژ تأثير: 2ل

جداسازي و تع 

ها را نشان د

ليز كرده و

ها ساير گونه

  

  

  

  

  

  

شكل

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

شكل
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هاي پاتوژن در تصفيه پساب  بيولوژيكي باكتري هاي نابودكننده

  ).23،24(استفاده كرد

Zumstein ها و  اي را بر روي جمعيت باكتري همكارانش مطالعه و

هوازي پساب انجام دادند و اعلام كردند  ها در تصفيه بي باكتريوفاژ

ها قادرند بر نفوذ بر جمعيت باكتريايي در اين پروسه  كه باكتريوفاژ

  ).25(باشند يرگذارتأث

گزارش دادند كه  Sundaram و  Periasamyدر ادامه 

هاي پاتوژن نظير  فاژ ها قادر به از بين بردن باكتريباكتريو

  ). 26(اشريشياكلي را در پساب بيمارستاني هستند

رسد با در نظر گرفتن خطر  به نظر مي شده عنوانتوجه به مطالب با 

و اين نكته كه روزي خواهد رسيد كه  بيوتيكي يآنتبزرگ مقاومت 

ها نيستند و  ها ديگر قادر به درمان بيماري بيوتيك بسياري از آنتي

جديد نيز دشوار خواهد بود و  هاي بيوتيك يآنتعلاوه بر آن يافتن 

ها، بشر مجبور است  بيوتيك جانبي آنتي يراتتأثهمچنين با بررسي 

ايي و جلوگيري از فاجعه هاي باكتري راهي تازه براي درمان بيماري

از  يا گونه، باكتريوفاژ ها كه بين يندرا. انساني در آينده، پيدا كند

ضرري و با خاصيت انتخاب  هيچ يبهستند كه قادرند  ها يروسو

توانند  هاي هدف خود را نابود كنند، مي پذيري بالا، باكتري

انسان داخل بدن  چنانچهباكتريوفاژ ها حتي . جايگزين مناسبي باشند

شوند پس از معدوم كردن باكتري هدف يا خود در اثر نبود مواد 

روند و يا از بدن دفع  غذايي به دليل خاصيت انتخابي، از بين مي

ها  دهد كه فاژ نشان مي شده انجامهمچنين مطالعات . شوند مي

هاي  و حتي پساب ها پسابدر تصفيه  يريكارگ بهبا  يخوب بهتوانند  مي

   .بيايند زيست يطمحه كمك بيمارستاني، ب

ها، در اين  در مورد باكتريوفاژ ذكرشدههاي  با توجه به اهميت

تحقيق باكتريوفاژ بومي مربوط به باكتري اشريشياكلي از فاضلاب 

شهري خام جداسازي و توانايي آن در از بين بردن باكتري 

توان از اين منبع فراوان  اين مي اشريشياكلي مشاهده شد بنابر

ريوفاژ در صنايع بهداشتي و درماني و نيز در تصفيه فاضلاب باكت

  .برد بهرهشهري 

  تشكر و قدرداني 

حاصل طرح تحقيقاتي مصوب مركز تحقيقات  اين مقاله 

ميكروبيولوژي مواد غذايي دانشگاه علوم پزشكي و خدمات 

همچنين .مي باشد31123بهداشتي درماني تهران به شماره قرارداد 

نيكخواهي، سركار خانم زهرا   دكتر فرهادنويسندگان مقاله از 

رجبي و نيز مهندس سعيد خانجاني به دليل حمايت ها و زحمات 

  .فراوانشان كمال تشكر و قدرداني را دارند
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Abstract 
Introduction: Bacteriophages are viruses that infect and destroy prokaryote cells, specifically the 
bacteria. They act too selective, so as each bacteriophage affects only on specific type of bacteria. Due 
to their specific features, bacteriophages can be used as an appropriate substitute for antibiotics in 
infectious diseases treatment. Therefore, this study aimed to isolate E. coli-specific bacteriophage from 
raw sewage. 
Methods: Eight samples of raw sewage, each containing approximately 50 ml of raw sewage with 10 
minute gap, were prepared from Zargandeh wastewater treatment plant, Tehran, Iran. The sewages 
were mixed with Brain-heart infusion medium (BHI) as a liquid culture medium in order to let the 
microorganisms grow. Incubation, purification and determination of bacteria were followed repeatedly 
to isolate the bacteriophage. Then it was tested on E.coli (ATCC 25922), Enterococcus faecalis (ATCC 
19433), Staphylococcus aureus (ATCC 2392), and Yersinia enterocolitica (ATCC 9610) in order to 
determine the bacteriophage selectivity.  
Results: The E.coli bacteriophages were successfully isolated from all the eight samples, that were 
completely able to lyse and destroy E.coli bacterial cells, though no effect was observed on other types of 
bacteria. 
Conclusion: The study findings revealed that bacteriophages act selectively. Considering the raise of 
antibiotic resistance in the world, bacteriophages can serve as a good substitute for antibiotics in 
treating infectious diseases.  
 
Keywords: Antibiotics, Bacteriophage,E.coli, Sewage  


