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  مقدمه
ــديس ــالمونلا انتريتي ــي س ــرم منف ــيل گ از  باس

. ايـن بـاكتري عامـل اسـتخانواده انتروباكترياسه 
جـنس  هـايباكتريشايع گاسـتروانتريت در بـين 

 هـايباكتريظهور و گسـترش  ).1است (سالمونلا 
در سه دهه اخيـر بـه  هابيوتيكآنتيمقاوم به انواع 

تبديل گشته است و ايـن افـزايش  ايعمدهنگراني 
عمـده مقاوم همچنان ادامـه دارد. بخـش  هايگونه
درمــاني و مراقبــت  هــايحوزهدر  هــامقاومت ايــن

ــويز  ــت تج ــه عل ــتي ب ــوردبيبهداش ــتفاده م ، اس
خودسرانه و نادرست افراد و سـاير عوامـل صـورت 

انتريتيـديس و  سـرووار سـالمونلا انتريكـا .گيردمي
دو سروتيپ شايع ايزوله شده  ازجمله تيفي موريوم

و  1ديگر هستند ( كشورهاياز سالمونلا در ايران و 
دهـه گذشـته شـيوع سـالمونلاهاي ). در طي دو 2

مشــكل جــدي  صــورتبه بيوتيــكآنتيمقــاوم بــه 
مقاومــت  بــارز ايــننمــاد  جهــاني درآمــده اســت و

مختلـف  هايگونـهگسترش بتالاكتامازهـا در بـين 
از  ايدســـته). باكتريوفاژهـــا 3ســـالمونلا اســـت (

هســتند كــه فقــط بــاكتري را آلــوده  هــاييويروس
از  تركوچـكبرابـر  50 تقريباً هاآن، اندازه كنندمي

. باشـدمي) نـانومتر 200-20باكتري و در حـدود (
خـاك،  از منابع بسيار متعددي مانند هاويروساين 
ــا،  هــايآب ــل  هافاضــلابشــيرين، آب دري و... قاب

ــازي  ــتند (جداس ــتفاده از 4هس ــار اس ــين ب ). اول
باكتريايي قبل  هايعفونتباكتريوفاژها براي درمان 
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  چكيده
هـايي ها بايد جايگزين مناسبي براي داروها يافت. باكتريوفاژهـا ويروسآمدن مقاومت دارويي به انواع آنتي بيوتيكامروزه با توجه به بوجود  :هدف و زمينه

هـا توانند جايگزين مناسبي براي آنتي بيوتيكها به دليل داشتن خواص ويژه و مطلوب ميباكتريوفاژ ها نقش بسيار موثري دارند.هستند كه در انهدام باكتري
  .هاي عفوني در نظر گرفته شوند. هدف اين تحقيق جداسازي باكتريوفاژ اختصاصي سالمونلا انتريتيديس از فاضلاب بيمارستاني بوده استبيماري در درمان
سـپس بـا محـيط كشـت  آوري شد وليتر فاضلاب خام بيمارستان امام خميني تهران جمعميلي 100نمونه از فاضلاب هر كدام شامل حدود  10 :كارروش 

Brain-heart infusion medium(BHI) ها مخلوط شد. مراحل ديگر كار شامل خـالص سـازي، به عنوان محيط كشت مايع جهت رشد ميكروارگانيسم
 E. coliهايي ماننـد:نيسـمتلقيح باكتري و تعيين ميزبان نيز براي جداسازي باكتريوفاژ انجام شدند. جهت انتخابي بودن تاثير باكتريوفاژ بـر روي ميكروارگا

(ATCC25922)،Enterococcus faecalis، Staphylococcus aureus (ATCC2392)  وYersinia enterocolitica (ATCC9610) و 
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) .بررسي شد  

طي آزمايش تعيين ميزبان مشخص شد كه اين باكتريوفاژها، به خوبي  نمونه فاضلاب باكتريوفاژ منتخب سالمونلا انتريتيديس جدا شد. در 10: از هر هايافته
  .هاي مورد آزمايش هيچ اثري ندارندقادر به ليز كردن و از بين بردن سالمونلا انتريتيديس هستند، اما برروي ساير باكتري

و با توجه به افزايش مقاومت آنتـي  كنداختصاصي عمل ميهاي حاصل حاكي از آن است كه باكتريوفاژ استخراج شده به صورت گيري: نتيجهگيرينتيجه
  .باشندهاي سالمونلايي د جايگزين مناسبي براي درمان عفونتنتوانبيوتيكي، فاژها مي

  
 بيوتيك آنتي سالمونلا، باكتريوفاژ، :هاكليدواژه

  16/12/96تاريخ پذيرش:20/9/96تاريخ دريافت:
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قــرار گرفــت. در  موردتوجــههــاني دوم از جنــگ ج
اخيـــر بـــا تشـــديد پديـــده مقاومـــت  هايســـال
ـــوتيكآنتي ـــه وجـــودي و بي ـــواعي از  ب ـــدن ان آم

، تحقيقـات بيوتيكآنتيهاي مقاوم به چند استرين
اسـتفاده از فاژهـا بـراي  بـر روي ايگستردهبسيار 

قـوت  هـابيماريپيشگيري، كنترل و حتي درمـان 
بر پايه فرضـيه  تر محققانگرفته است و تلاش بيش

 بيوتيـكآنتي جايبـهجايگزين كردن باكتريوفاژها 
بـالقوه  طوربـه. باكتريوفاژهـا باشدمي توسعهدرحال

داراي  هـابيوتيكآنتي جايبـهبراي جايگزين شدن 
چندين مزيت ساختاري و ژنتيكـي بسـيار مطلـوب 

 سلوليدرونهستند، يكي از اين مزايا انگل اجباري 
، هاستآنبودن و اختصاصي عمل كردن  هاباكتري

ــردن  ــوده ك ــايي آل ــدم توان ــري ع ــلولديگ  هايس
ــاريوتي ــت  يوك ــأثيرو آخــرين مزي ــر  ت مســتقيم ب

 هدف اسـت، باكتريوفاژهـا كـار خـود را هايسلول
بدون صدمه رسـاندن و تغييـر فلـور طبيعـي بـدن 

و با ريشـه  دهندمي) انجام هابيوتيكآنتي(برخلاف 
و  5( كننـدميكني كامل، باكتري را از بدن حذف 

). در تحقيقات اخير اثر باكتريوفاژدرماني بـر روي 6
ابتــدا توســط  هــامرغبررســي شــده اســت.  هــامرغ

مبتلا شـدند، باكتريوفاژهـا از راه  سالمونلاگاليناروم
دهــان تجــويز شــدند و مشــاهده شــد كــه ميــزان 

هي كه فاژ داده شده اين پرندگان در گرو وميرمرگ
به طور مشخصي كاهش پيدا كرده است. همچنين 

 گرفتـه شـده از كبـد، هـايباكتريبه طور مرتـب 
 هــاآنطحــال و ســكوم شــمارش شــد و در تعــداد 

ــگردمشــاهده  ايملاحظــهقابلكــاهش  ). در 7( دي
 ينمونــه 855تعــداد از  و ديگــران Niu يمطالعــه

باكتريوفـاژ بـوده و نمونـه حـاوي  239 گرفته شده
و   Ran wongيمطالعـه). در 8( جـدا شـده اسـت

جمع آوري شده از فاضـلاب  ينمونه 50ديگران از 
 سيديتيسـالمونلاانترمرغداري توانستند باكتريوفاژ 

VB-sen M-PA13076  در  ).9كنند (را جداسازي
 باكتريوفـاژ جداسـازي اين مقاله به چگـونگي روش

بيمارســتاني و  فاضــلاب از سـالمونلا انتريتيــديس
  آن پرداخته شده است. اثبات عملكرد اختصاصي

  
  كارروش 

پـس از جداسـازي اوليـه : آماده سازي باكتري

ســالمونلا انتريتيــديس بــا اســتفاده از تســت هــاي 
محيط هكتون انتريـك  بر رويبيوشيميايي، نمونه 

آگار كشت داده شد. تعدادي از كلوني ايجـاد شـده 
براث منتقل شـده و در  TSBدر روز بعد به محيط 

 گـروه، تعيين برايدرجه نگهداري شد.  -20دماي 
 از گرديـد. اسـتفاده Oوالان  پلي هاي سرم آنتي از

 محـيط روي بـر باكتري خالص و ساعته 24 كشت
TSI  استفاده شد و در نهايت سـروتيپ بـاكتري بـا

  تاييد شد. Multiplex-PCRاستفاده از تكنيك 
هاي نمونـه: از فاضـلابجداسازي باكتريوفاژ 

جمـع آوري  )نمونه 10تعداد (فاضلاب بيمارستاني 
ميكـروب شناسـي  شد و به سرعت بـه آزمايشـگاه

تهـران  علـوم پزشـكي دانشكده بهداشـت دانشـگاه
نمونـه هـا بـه يخچـال منتقـل و در  ارسال گرديد.

سانتيگراد به مدت يـك شـبانه روز  درجه 4درماي 
تـه نشـين شـود. روز قرارداده شد تا رسوبات معلق 

ميلي ليتر از هـر نمونـه فاضـلاب در  10بعد مقدار 
دقيقـه  10يك لوله آزمايش ريخته شد و به مـدت 

سانتريفيوژ گرديد. در مرحله بعـد  g 4500در دور 
 22/0مايع رويي حاصل از سانتريفيوژ از يك فيلتر 

ميلـي  5ميكرومتري عبور داده شد. در ادامـه كـار 
ميلـي ليتـر محـيط  10ر شده بـه ليتر از مايع فيلت

BHI  غلظت حاوي باكتري سالمونلا انتريتيديس با
 ml/cfu810×5/1  سـاعت  24اضافه شد و به مدت

درجه سانتيگراد انكوبـه شـد. پـس از  37در دماي 
دقيقه با  8به مدت  انكوباسيون كشت مايع باكتري

به سوپرناتانت  مجدداسانتريفيوژ شد.  g 8000دور 
ــت ــدازه  دس ــا ان ــايي ب ــر غش ــده از فيلت  0,22آم

در مرحله بعد سـانتريفوژ  ميكرومتر عبور داده شد.
ــه مــدت  4500دور مجــدد كشــت مــايع در   10ب

دقيقه انجام شد و دوباره سوپرناتنت از يـك فيلتـر 
. ميكرومتر عبور داده شد. بـراي 22غشايي با اندازه 

 تاييــد حضــور فــاژ در مــايع صــاف شــده از روش
Double layer agar  50منظور استفاده شد. بدين 

ميكروليتـر از  200ميكروليتر از مايع صاف شده با 
 37دقيقـه در دمـاي  15كشت باكتري بـه مـدت 

سـي  4,5بـه  قرار داده شد و در مرحله بعـد درجه
 50ذوب شده كه تا دماي  آگار BHI سي از محيط

پليت ها بـه  درجه خنك گرديده، اضافه شد. سپس
دقيقه در دماي اتاق تا سفت شدن آگـار،  30مدت 
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نگهداري شد در مرحله بعد انكوباسـيون در دمـاي 
تا تشكيل پلاك روز (درجه به مدت يك شبانه  37

اشكال دايره اي شكل شفاف كه نشان دهنده عدم (
رشــد بــاكتري هســتند و نشــانه وجــود باكتريوفــاژ 

  .) انجام شدباشندمي
پلاك فاژ با استفاده از پيپـت : فاژخالص سازي 

كشـت  بـر رويپاستور شيشه اي برداشـته شـد و 
اضافه و به مدت يـك شـبانه  سالمونلا انتريتيديس

ــاي  ــه 37روز در دم ــد. ســپس  درج ــه گردي انكوب
به  rpm 5000باكتري و باكتريوفاژ در دور  مخلوط
سانتريفيوژ شد و از فيلتـر غشـايي  دقيقه 10مدت 
ــور داده شــد. مجــددا روش 0,22  ميكرومتــري عب

Double layer  مايع صاف شده انجام شـد. بر روي
سـي سـي  8آمده با اضـافه كـردن  به دستپليت 

SM  4بافر و انكوباسيون آن در دماي اتاق به مدت 
شستشو داده شد. سـپس  shakingساعت همراه با 

ميلي ليتـر از مـايع روي پليـت سـانتريفيوژ و از  5
  ور داده شد.فيلتر عب

در  سالمونلا انتريتيديساثر فاژ جداشده بر 
 سنجش ميـزان توانـايي منظوربه: in vitroمحيط 

 سالمونلا( زبانيمباكتريوفاژ جدا شده در ليز كردن 
، منحني رشد بـاكتري را in vitro) در انتريتيديس

 )MOI(در حضـــور باكتريوفـــاژ جـــدا شـــده بـــا 
Multiplicity of infection  .مختلف بررسي شدند

 PBSدر گروه (كنترل) بجاي باكتريوفاژ از محلـول 
سـاعته  24از كشـت  100CCمقـدار استفاده شد. 

تـازه  LB brothبـه محـيط  سالمونلا انتريتيـديس
ــاي  ــافه و در دم ــا  37اض ــراد ب ــانتي گ ــه س درج

Shaking  150در دور rpm  ــدت ــه م ــاعت  6ب س
اضـافه به حدي  PBSانكوبه شد. سپس باكتري در 

حاصـل  OD 6/0نـانومتر  650شد تا در طول موج 
) غلظـت هـاي 2×910معـادل (شود، يعني غلظتي 

ــاژ  ــي از ف ــك  2×910، 2×810، 2×710مختلف و ي
به لوله هاي حاوي باكتري اضافه شـد  PBSكنترل 

ــدت  ــه م ــاي  12و ب ــاعت در دم ــا  37س ــه ب درج
Shaking  30انكوبه گرديد و به طور متنـاوب هـر 

ــوج  ــول م ــه در ط ــانومتر 600دقيق ــه  OD ن نمون
 گيري شد.اندازه

تعيين اختصاصيت باكتريوفاژ با اسـتفاده از 
براي تائيد و تعيين اختصاصيت : Spot Testروش 

بدين  ؛گرديداستفاده  Spot test روش باكتريوفاژ از
 طوربـهنحو كه تعدادي باكتري گرم مثبت و منفي 

تصادفي انتخاب شده و براي انجام اين تست مـورد 
ها عبارت بودند از : استفاده قرار گرفت. اين باكتري

سالمونلا انتريتيـديس، اسـتافيلوكوكوس اورئـوس، 
يرســينيا انتروكلــي تيكــا، انتروكوكــوس فكــاليس، 

 هـاباكتري. موريـوماشريشيا كلي و سالمونلا تيفي 
مايع رشد داده شدند تا  BHI در محيط ساعت 24

ميكروليتر  100در فاز لگاريتمي قرار بگيرند سپس 
خـوب براث  BHI 7/0% سي سي از 5/4از كشت با 

 %5/1آگـار  آن بـا BHI سطح سپسمخلوط شد و 
 5پوشانده شـد، پـس از بسـته شـدن آگـار مقـدار 

وفــاژ بــه بــالاي ميكروليتــر از سوسپانســيون باكتري
درجـه  37سـاعت در  20سطح آگار اضـافه شـد و 

انكوبه گرديد. حساسيت به باكتريوفاژ بوسيله هالـه 
  پلاك) تشخيص داده شد.(شفاف 

  
  هايافته

در طي مطالعات مشخص شد كـه كـدورت لولـه 
هايي كه حاوي فاضلاب و محلـول كشـت بـاكتري 

ه و ايـن مسـال باشـدميبودند كمتر از حـد انتظـار 
حاكي از آن بـود كـه فاضـلاب مـورد نظـر حـاوي 
باكتريوفاژي است كـه رشـد بـاكتري و در پـي آن 
كدورت محيط كشت براث را كنترل كرده و مقـدار 
رشد را كاهش داده است. در طي تكـرار ايـن روش 

آمد كه عملكرد باكتريوفاژهاي  به دستاين نتيجه 
است و بـه موجود در فاضلاب مطلوب و مفيد بوده 

علاوه با تكرار پي در پي اين روش مشاهده گرديـد 
سـاعت نسـبت بـه روز  24در طي  كه كدورت لوله

رده اسـت ككاهش پيدا  ايملاحظهقابلقبل به حد 
و در نهايت لوله حاوي باكتري و مايع فيلتـر شـده 

شفاف و فاقد كدورت ناشي از رشـد بـاكتري  كاملاً
لولـه باكتريوفـاژ شد. نتيجه كلي نشان داد كـه در 

  ).1شكل (بسيار فعالي حضور دارد 
 بـه دسـتبر طبق مشاهدات، تاييد حضور فاژ بـا 

آوردن پــلاك ويروســي صــورت گرفــت. مشــاهده 
آمده پـس  به دستهاي حاصل از باكتريوفاژ پلاك

از خالص شدن، هالـه هـاي شـفاف عـدم رشـد بـا 
 نـدميلي متر را ايجاد نمود 3تا  2هايي حدود اندازه

  ).2(شكل 
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ـــتاي  ـــاهدات در راس ـــات و مش ـــد آزمايش تائي
اختصاصيت عملكرد باكتريوفاژها و به عبارت ديگـر 

نشان داد كه فقط سالمونلا بـه ايـن تعيين ميزبان 
 هـايباكتريفاژ حساسيت نشان داده است و ساير 

ديگر كه در اين مطالعه به كار برده شدند بـه ايـن 
تيجـه ايـن باكتريوفاژ حساسـيتي نشـان ندادنـد. ن

  آورده شده است. 1تست در جدول 
ــكل  ــت  ،3در ش ــد  Aپلي ــدم رش ــه ع داراي هال

كه نشـان داده اسـت ايـن بـاكتري داراي  باشدمي
گيرنده براي اين فاژ بوده و تنها بروي باكتري فوق 
موثر است ايـن مسـاله اختصاصـي بـودن عملكـرد 
باكتريوفـــاژ جداســـازي شـــده بـــروي ســـالمونلا 

  ه اثبات مي رساند.انتريتيديس ر ا ب
ــايج  ــق نت ــتطب ــه دس ــده در  ب  =MOI) 0(آم

Multiplicity of infection  كــهPBS  جــايگزين
استفاده از فاژ شده بود به علت عـدم وجـود عامـل 

صعودي بود.  صورتبهممانعت كننده، رشد باكتري 
رشد باكتري صورت گرفت، اما پس  =MOI 1/0در 

سـاعت رشـد بـاكتري  10از گذشتن زماني حدود 
رشـد بـاكتري رونـد  =MOI 1متوقف گرديـد. در 

 ساعت رشـد 9 خود را طي نمود ولي در طي زمان
رشـد بـاكتري  =MOI 10 باكتري كنترل شـد. در

ساعت رشد  7 زمانمدتصورت گرفت ولي در طي 
باكتري كنترل شد. اين بررسي نشـان داد كـه هـر 

  
. لوله وسط حاوي باكتري و مايع فيلتر شده حاوي فاژ كه بخوبي اثر ممانعت از رشد را نشان مي دهد. لوله سمت راست BHIلوله سمت چپ حاوي محيط  - 1 شكل

  مك فارلند ايجاد كرده است. 2و غلظتي برابر با  حدود حاوي باكتري است كه بخوبي رشد نموده 

  
  پلاك هاي ايجاد شده به صورت نقاط روشن در پليت نشان دهنده وجود باكتريوفاژ در نمونه هستند. -2شكل 

 جدول تعيين حساسيت باكتري هاي مختلف به فاژ جداسازي شده-1جدول
  *** باكتري  ليز (انهدام)

+  Salmonella enterica serovar enteritidis  A 
-  Yersinia enterocolitica (ATCC9610)  B  
-  E. coli  ( ATCC25922) C  
-  Pseudomonas aeruginosa ( ATCC 27853)  D  
-  Staphylococcus aureus (ATCC2392)  E  
-  Salmonella typhimurium  F  
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چه غلظت فاژ در زمان تجويز بيشـتر باشـد، زمـان 
 يابد. در طـيكنترل كردن رشد باكتري كاهش مي

كمتر از يك ساعت اول بررسـي، رشـد بـاكتري در 
غلظت فاژ روند صعودي از خود نشـان داد هر چهار 

آمـد.  بـه دسـت = OD 3/0 و كدورتي نزديك بـه
 MOI نتــايج حاصــل از شــمارش باكتريوفاژهــا در 

سـاعته)،  1هاي مختلف (سه بـار بـراي هـر زمـان 
اندازه گيري شده و نتايج حاصـل از آن  ODميزان 

  آورده شده است. 4در شكل 
آمـده حاصـل از  بـه دسـتتفسير منحني نتايج 

هاي مختلف  MOIو  سالمونلا انتريتيديسمواجهه 
  :باشدميباكتريوفاژ به شرح زير 

a (  در گروه كنترل كهPBS  جـايگزين اسـتفاده
سـاعت  12 زمانمـدتاز فاژ شده بود، باكتري در 

 رشد تصاعدي از خود نشان داده است.
b(  10در گروه MOI=  با توجـه بـه بـالا بـودن

 ميزان تيتر باكتريوفاژ در سوسپانسيون اضافه شده
باكتريوفاژ به ازاي هـر  10(به محيط رشد باكتري 

ــاكتري) ــك ب ــاكتري بخــوبي  ي ــي رشــد ب ومنحن
ميـزان  ساعت اوليـه 3-2كه در  شودمياستنباط 
هاي  MOIي كاهش بيشتري نسبت به رشد باكتر

به بعد بخـوبي  2داشته است و از ساعت  1/0 و 1
رشد باكتري را كنترل كـرده و در سـاعات پايـاني 

 كـاملاًبه بعد)حتي رشد باكتري  6بررسي (ساعت 
 متوقف شده است.

اين نتيجه بخوبي بيانگر اين مساله اسـت كـه در 
فعاليـت باكتريوفـاژ بـراي كنتـرل  in vitroمحيط 

ــاكتري  ــد ب ــاملاًرش ــزان  ك ــز و مي ــت آمي موفقي

  
: يرسينيا انتروكلـي تيكـا B: سالمونلا انتريتيديس ( هاله عدم رشد شبيه به ديسك آنتي بيوتيك مشاهده شد) Aنتيجه حاصل از تعيين اختصاصيت فاژ.   -3 كلش
C اشريشيا كلي :D سودوموناس آئروژينوزا :Eاستافيلوكوكوس اورئوس :Fسالمونلا تيفي موريوم : 

  
  هاي مختلف باكتريوفاژ MOIيديس و نتايج مواجهه سالمونلا انتريت -4شكل 
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ــه غلظــت و دوز تجــويز  تأثيرگــذاري آن وابســته ب
، ولي در عين حال بايد بـه ايـن نكتـه نيـز باشدمي

توجه نمود كه علي رغم اثـر سـريع غلظـت بـالاتر 
بـا  باكتريوفاژ در ساعت اوليه تجويز، رشـد بـاكتري

ر گــروه هــايي كــه غلظــت گذشــت زمــان حتــي د
  باكتريوفاژ كم بوده بخوبي كنترل شده است.

  
  گيريو نتيجه بحث

باكتري بيماري زايـي اسـت كـه  سالمونلا انتريكا
هاي گوارشــي پســتانداران، پرنــدگان و اكثــرا انــدام

خزندگان را مورد تهاجم قرار مي دهـد و پتانسـيل 
بالايي براي زنـدگي كـردن طـولاني مـدت در آب، 

ي هـابيماريخاك يا حتي مواد غذايي دارد. بيشتر 
عفوني ناشي از ايـن بـاكتري در انسـان، بـه علـت 
مصرف غذاي حيواني كامـل طـبخ نشـده و گـاهي 

زيجات آلوده شده به مدفوع انساني ميوه جات و سب
ــاليني ســالمونلوزيس  روي مــي دهــد. تظــاهرات ب

يد، مننزيـت و شـدميشامل گاسـتروانتريت، باكتري
 باشـدميخـارج روده اي  هـايعفونتاشكال ديگر 

ــيش از 10( ــده از  2300). ب ــناخته ش ــرووار ش س
) تا به حال شناخته شده است 11سالمونلا انتريكا (
يادي در شدت بيماريزايي از خـود كه تفاوت هاي ز

ــه علــت وجــود مقاومــت 12( دهنــدمينشــان  ). ب
ي وسيع در ايزوله هاي سالمونلا انتريكا، بيوتيكآنتي

ــوم، فلوروكينويون ــپوريهاي نســل س ــا و سفالوس ه
ي كــاربردي بــراي درمــان اشــكال هــابيوتيكآنتي

ناشي از سـالمونلا انتريكـا  هايعفونتشديد باليني 
ي ذكر شـده گـاهي هابيوتيكآنتي). 10( باشندمي
آخرين خط درمان بكار گرفته مـي شـوند  عنوانبه

گزين كـردن مـواد ضـد جايبـهلذا از اين نظر نيـاز 
بيشــتر از پــيش  هــابيوتيكآنتي جايبــهميكروبــي 

. فاژهاي كشنده از منابعي همچون شودمياحساس 
مدفوع خوك، آب فاضلاب و خاك جـدا شـده انـد 

عـدد نمونـه  10حاضـر تعـداد  يمطالعه). در 13(
نمونـه  10فاضلاب بيمارستاني گرفته شد كه از هر 

جداگانه فاژ سالمونلا با موفقيـت جداسـازي  طوربه
گرديد. درمجموع فاژها در طبيعت و محيط اطراف 
وجود دارند امـا بـا توجـه بـه اينكـه در مطالعـه از 

ا استفاده شـد، لـذا بـ سالمونلا انتريتيديسباكتري 
ها از اين فرض كه در مراكز دامپـروري و مرغـداري

بـراي كنتـرل رشـد حيـوان اسـتفاده  بيوتيكآنتي
لذا احتمال اينكه اين باكتري در اين مراكز  شودمي

وجود داشته باشد كمتر است و بالطبع فـاژ هـم در 
ــازي  ــود، جداس ــان خ ــود ميزب ــدم وج ــورت ع ص

. در محــيط بيمارســتان بــه علــت وجــود شــودمين
و مـن جملـه  هاباكترياران با طيف مختلفي از بيم

كه يكي از عوامل بيمـاريزاي  سالمونلا انتريتيديس
انساني است لذا در فاضـلاب خـام و تصـفيه نشـده 
اين مراكز به وفور اين باكتري وجود دارد و بـالطبع 

  فاژ مرتبط به آن در آنجا قابل جداسازي است.
جـنس، طبق تعريف، طيف ميزبان باكتريوفاژ بـه 

كه توسـط  شودمياز باكتري گفته  ايسويهگونه و 
فاژ ليز شده و از محيط حـذف گـردد. ايـن حالـت 

ي هــاويروسبيولوژيــك مهــم  هــايويژگييكــي از 
كه در پروسـه فاژدرمـاني  باشدميباكتريال (فازها) 

. در ايـن مقالــه گيـردميبسـيار مـورد توجـه قــرار 
زبــان و تعيــين مي منظوربــهمختلفــي  هــايباكتري

حساسيت نسبت بـه باكتريوفـاژ جـدا شـده، مـورد 
تيفـي ، سـالمونلاارزيابي قرار گرفتند كه از خانواده 

و از خـانواده غيـر سـالمونلا،  انتريتيـديس، موريوم
سـودوموناس ، اشرشيا كلـي، يرسينيا انتروكلي تيكا

مـورد بودنـد. استافيلوكوكوس اورئوس و  آئروژينوزا
ــوم ــن  انتريتيــديسو  ســالمونلا تيفــي موري ــه اي ب

باكتريوفــاژ حساســيت نشــان دادنــد. البتــه ميــزان 
در  Spot Testشفافيت هالـه عـدم رشـد در روش 

بود، ولـي  ترقويو  ترواضحمورد انتريتيديس بسيار 
 تركوچكدر مورد تيفي موريوم اين هاله عدم رشد 

بــوده و عملكــرد ضــعيفي داشــت و در هالــه هنــوز 
. ساير شدميي مشاهده كدورت ناشي از رشد باكتر

بــه ايــن باكتريوفــاژ حساســيتي نشــان  هــاباكتري
بـود ديگـري كـه انجـام شـده  يمطالعهدر  ندادند.

)، پس از بررسي و تعيين طيـف ميزبـان بـراي 14(
هاي تيفـي سالمونلا، در سالمونلا iEPS5 باكتريوفاژ

شـفاف  يهالـه كـاملاًها موريوم در برخي اسـترين
ديـده شـد. در  هاآن هايكلنيعدم رشد در اطراف 

يرسـينيا  عـدم رشـد در مـورد يهالـهاين بررسي 
انتروكلــي تيكــا، اشريشــيا كلــي، ســودوموناس 

ديده نشد. اين  آئروژينوزا، استافيلوكوكوس اورئوس
عملكرد اختصاصـي ايـن باكتريوفـاژ  يدهندهنشان

. در باشـدمي سـالمونلا هـايجنسبروي برخـي از 
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ايـن نتيجـه رسـيده شـد كـه مطالعه حاضر هم به 
سالمونلا انتريتيديس داراي يك گيرنده اختصاصي 

و ايـن گيرنـده در سـاير  باشـندميبراي ايـن فـاژ 
ارزيابي شده وجود ندارد (ايـن گيرنـده  هايباكتري

ليپـــوپلي ســـاكاريد) ( LPS هـــاباكتريدر اكثـــر 
باكتريوفـاژ  تـأثيرديگـري،  يمطالعـهدر  ).باشدمي

تيفـي ، پولـوروم مونلاي گالينـاروم،سالسالمونلا بر 
 پاســـتورلامولتي ســـيدا،، اشريشـــياكلي، موريـــوم

ارزيـابي شـد. در ايـن بررسـي  هموفيلوس آنفولانزا
به ايـن  تيفي موريومو  پولوروم، سالمونلا گاليناروم

 يهالـه صورتبهباكتريوفاژ حساسيت نشان دادند (
). 15مقاوم بودنـد ( هاباكتريعدم رشد) ولي ساير 

مجموع اين اطلاعات و نتيجه اين مطالعه حـاكي از 
بـه يـك فـاژ در  هـاباكتريآن است كه حساسيت 

هـــم از  هـــاييگزارش. باشـــدميجـــنس  ســـطح
يك فاژ به ميزبـان خـود  فردمنحصربهاختصاصيت 
در يكي از مطالعات انجام  نمونه عنوانبهوجود دارد 

جدا شد كـه فقـط بـر شده، باكتريوفاژ سالمونلايي 
ــي ــالمونلا تيف ــر  س ــان داد و ديگ ــود را نش ــر خ اث

بـه ايـن فـاژ حسـاس  سـالمونلاگـروه  هايباكتري
  ).16نبودند (
 كـه تحاصل حـاكي از آن اسـ هايگيرينتيجه

باكتريوفاژ استخراج شـده بـراي بـاكتري سـالمونلا 
. كنـدمي عمـل اختصاصـي كـاملاً صورتبهانتريكا 

بنابراين با توجه به محدود شدن طيـف اسـتفاده از 
بـه دارويـي  به علـت مقاومـت هابيوتيكآنتيانواع 
آمده در طي چند دهه اخير، فاژها بـا توجـه  وجود

 مطلوبي كـه دارنـد اعـم از عملكـرد هايويژگيبه 
ن و به فلور طبيعي بد رسانيآسيباختصاصي، عدم 

، يوكاريوتي هايسلولبر  تأثيرگذاريهمچنين عدم 
 ترينمناسـب يكـي از بهتـرين و عنوانبه توانندمي

 هـابيوتيكآنتيموجود جهت جايگزيني  هايگزينه
در نظر گرفته شده و براي كنتـرل و حتـي درمـان 

  د.باكتريايي مورد استفاده قرار گيرن هايعفونت
  

  تقدير و تشكر
مركـز  طـرح مصـوباين مقاله نتيجه بخشـي از 

دانشگاه علـوم تحقيقات ميكروبيولوژي مواد غذايي 
بهداشــتي درمــاني تهــران بــه  و خــدماتپزشــكي 

ــرارداد از  وســيلهبدين. باشــدمي 34503 شــماره ق

معاونت محتـرم پژوهشـي دانشـگاه علـوم پزشـكي 
ــاتي  ــرح تحقيق ــن ط ــالي اي ــامي م ــه ح ــران ك ته

  تشكر را داريم. اري وز، كمال سپاسگباشندمي
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Isolation and specificity of Salmonella enteritidis bacteriophage from 
hospital sewage sample 
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Science, Azad University of Medical Sciences, Tehran, Iran. 
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Food Microbiology, Department of Pathobiology, School of Public Health, Tehran University of 
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Abstract 
Background: Nowadays, due to the emergence of drug resistance to antibiotics, a good 
alternative to drugs should be found. Bacteriophages are viruses that play a very important 
role in the destruction of bacteria. Because of their specific properties, bacteriophages can be 
considered as suitable substitutes for antibiotics in the treatment of infectious diseases. The 
aim of this study was to isolate Salmonella enteritidis bacteriophage from hospital 
wastewater. 
Methods: Ten samples of sewage, each containing about 100 ml of raw wastewater from 
Imam Khomeini Hospital of Tehran, were collected and then mixed with culture medium 
Brain-heart infusion medium (BHI)  as a liquid medium for growth of microorganisms. Other 
stages of the work included purification, bacterial inoculation and determination of host for 
isolation of bacteriophages. To select the effect of bacteriophage on microorganisms such as: 
E. coli (ATCC25922), Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus (ATCC2392), Yersinia 
enterocolitica (ATCC9610), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) were used. 
Results: Out of 10 samples of bacteriophage sewage selected from Salmonella enteritidis. 
During the host testing, it became clear that these bacteriophages are well able to leach and 
destroy Salmonella enteritidis, but have no effect on other bacteria. 
Conclusion: The results of this study indicate that the extracted bacteriophage is specifically 
acting, due to the increase in antibiotic resistance; phages can be used as a suitable substitute 
for the treatment of Salmonella infections. 
 
Keywords: Bacteriophage, Salmonella, Antibiotics 
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