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Abstract 
 

Background and purpose: Due to emerging antibiotic-resistant bacteria, finding effective alternative 

antimicrobials to combat the bacteria is unavoidable. Bacteriophage therapy as a biologic and highly potentiated 

therapeutic approach was considered recently. This study aimed to isolate lytic bacteriophage(s) against multi-drug 

resistant clinical isolates of Klebsiella pneumonia and evaluate the morphological and biological characteristics as 

candidates for phage therapy. 

Materials and methods: Obtained clinical isolates from Shahid Madani Hospital in Tabriz, were confirmed 

as K. pneumoniae, and an antibiotic sensitivity test was performed using the standard disk diffusion method. Then, 

the isolation of lytic bacteriophages against 16 selected antibiotic-resistant bacterial isolates was carried out. Briefly, 

samples for phage isolating were gained from sewage water and centrifuged. The supernatant was filtered using a 

0.45 µm Filter, mixed with fresh tripton soy broth medium and magnesium sulfate and incubated at room temperature. 

Then, the solution was mixed with chloroform and evaluation of plaque formation was performed using the agar 

bilayer technique. Genomes of the bacteriophages were subjected to molecular analysis using Hind III and EcoRV 

enzymes. Host range determination of the isolated bacteriophages was evaluated using spot test and agar bilayer 

techniques. Three bacteriophages with a broader host range than others were selected for more characterization. One 

step growth curve of the phages was drawn and their latent period and burst size were investigated. Then, the stability 

and survivability of the isolated lytic bacteriophages to different temperatures (-20, 37, 50℃), different rates of pH 

value (3,4,5,7,9,11,12), and also UV radiation were evaluated. Finally, morphological characteristics of bacteriophage 

with the broadest host range (PKpMa2/20) were investigated using electron microscopy. 

Results: 36 clinical bacterial isolates were confirmed as K. pneumoniae based on standard biochemical tests. 

In the antibiotic susceptibility assay, it was revealed that the highest and lowest rates of antibiotic resistance belonged 

to cefazoline (80%) and tobramycin (26%) respectively. Isolation of bacteriophages against all 16 selected isolates 

was successfully performed. After the extraction of the genomes of the phages, a high variety of genome sequences 

was detected according to molecular analysis. In host range determination, PKpMa2/20 had lytic activity against 11 

of 15 isolates . In a study of the one-step growth curve of the phages, with a broader host range than other isolated 

bacteriophages, latent periods were shown 10, 10, and 15 min and their burst size were 350, 210, and 180 pfu/ml 

respectively. All of the phages showed appropriate stability in temperatures of -20 and 37 ℃. In the temperature of 

50℃, the survivability of PKpMa2/20 was higher than two other phages. Also, PKpMa2/20 was stable in the pH 

range of 3-12; in the pH value of 3, two other phages stability was ceased but PKpMa2/20 showed appropriate lytic 

activity. In electron microscopy, PKpMa2/20 had a short tail length of 10 nm and a head with a diameter of about 60 

nm that possibly belonged to the family Podoviridae.   
Conclusion: Based on appropriate lytic effects, latent period, and burst size of the three isolated 

bacteriophages in the current study, especially PKpMa2/20, and also, their high stability to different temperatures, 

pH, and UV radiation, they could be considered as candidates for phage therapy to control resistant strains of K. 

pneumoniae infections but for the therapeutic use of theses phages, more molecular analysis is needed. 
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 پژوهشــی

 

 جهت موثر کیتیل یوفاژهایباکتر اتیخصوص یبررس و یجداساز
  هیپنومون لایکلبس یهایباکتر از حاصل یهاعفونت کنترل

 رانیا غربدر شمال  کیوتیبیمقاوم به آنت
 

 1یمجدان راحله
 2فر یزمان منصور

 3لامکان دهیحم

 چکیده
ها میکروبی جایگزین موثر برای مبارزه با این باکتریمواد ضدبیوتیک، یافتن های مقاوم به آنتیبا ظهور باکتری و هدف: سابقه
عنوان یک رهیافت بیولوژیک دارای پتانسیل درمانی بالا اخیرا در این زمینه مورد توجه قرار درمانی بهباشد. باکتریوفاژناپذیر میاجتناب

های چندگانه های بالینی کلبسیلا پنومونیه دارای مقاومتجدایهگرفته است. این مطالعه با هدف جداسازی باکتریوفاژهای لیتیک علیه 
 برای فاژ درمانی، انجام پذیرفت.یی داهایکاندعنوان ها بهبیوتیکی و ارزیابی خصوصیات زیستی و شکلی آنآنتی

بریز با استتفاده از دست آمده از بیمارستان شهید مدنی شهر تهای بالینی بهجدایه مقطعی، -در این مطالعه توصیفی ها:مواد و روش
 هتا بتا استتفاده از روس استتانداردبیوتیکی آنتایید شدند و سنجش حساسیت آنتی هیپنومون لایکلبسعنوان های استاندارد بیوشیمیایی بهتست

 طتورت. بتهبیوتیک صورت گرفتجدایه باکتریایی مقاوم به آنتی 61انتشار از دیسک انجام شد. سپس جداسازی باکتریوفاژهای لیتیک علیه 
میکرومتتر فیلتتر شتد و بتا  54/0 های آب اخذ شده جهت جداسازی فاژ از فاضلاب سانتریفیوژ گردید. مایع رویی با فیلترخلاصه نمونه

 گردید. سپس محلول موردنظر با کلروفتورم مخلتوطمحیط کشت تریپتون سوی براث تازه و سولفات منیزیم مخلوط شد و در دمای اتاق انکوبه
 EcoRVو  HindIIIهتای نتزیمآدو لایه انجام شد. ژنتوم باکتریوفتاژ بتا استتفاده از  آگاررزیابی تولید پلاک با استفاده از روس شده و ا

ای و آگتار دو لایته انجتام تحت روند آنالیز مولکولی قرار گرفت. تعیین طیف میزبانی فاژهای جداسازی شده با استفاده از روس نقطته
ای ها انتخاب شدند. منحنتی رشتد یتک مرحلتهتر خصوصیات آنتر برای بررسی بیشرای طیف میزبانی وسیعگرفت. سه باکتریوفاژ دا

برابتر دماهتای ها مشخص شد سپس پایداری و زنده مانی باکتریوفاژهای لیتیک در فاژها ترسیم گردید و زمان نهفته و سایز انفجاری آن
بررستی گردیتد. در  UVچنتین تشعشتع ( و هتم60و7 ،5 ،4 ،3 ،9 ،66) pHختلتف های م(، محدودهوسیدرجه سلس 40، -73، 00) مختلف
 ( با استفاده از میکروسکوپ الکترونی مشخص شد.PKpMa2/20ترین طیف میزبانی )خصوصیات شکلی باکتریوفاژ دارای بیش نهایت

ن کلبستیلا پنومونیته تاییتد تشتخیص شتدند. در عنواهای استاندارد بیوشیمیایی بهجدایه بالینی باکتریایی براساس تست 71 ها:یافته
درصد(  00بیوتیکی نسبت به سفازولین )ترین مقاومت آنتیترین و کمها به ترتیب بیشبیوتیکی باکتریآزمایش سنجش حساسیت آنتی

جتام شتد. بعتد از جدایته منتختب بتا موفقیتت ان 61درصد( مشاهده گردید. سپس جداسازی باکتریوفاژها علیه همته  01و توبرامایسین )
دارای اثتر کشتندگی  PKpMa2/20 ،استخراج ژنوم فاژهای جدا شده تنوع توالی بالایی مشخص گردید. در مورد تعیین طیف میزبتانی

تر، زمان نهفتته سته فتاژ ای سه فاژ دارای طیف میزبانی بیشجدایه مذکور بود. در مطالعه منحنی رشد یک مرحله 61جدایه از  66روی 
ارزیابی گردید.  P10و  PKpMa2/20 ،P8برای  600و  060، 740ها به ترتیب دقیقه و سایز انفجاری آن 64و  60، 60ترتیب جداشده به

 PKpMa2/20اثر لیتیک فاژ  وسیدرجه سلس 40درجه سلسیوس نشان دادند. در دمای  73و  -00هر سه فاژ پایداری خوبی در دمای بین 
کاملا از  7برابر با  pHفعال بود در حالی که دو فاژ دیگر در میزان  60تا  7بین  pHدر بازه  PKpMa2/20فاژ تر از دو فاژ دیگر بود. بیش

نتانومتر  10نانومتر و یک سر بتا قطتر  60با طول  کوتاه یک دم PKpMa2/20 باکتریوفاژ ،الکترونیبین رفتند. در بررسی میکروسکوپ 
 بود. دهیریپودووداشت که احتمالا متعلق به خانواده 

توجه به اثرات لیتیک مناسب و نیز زمان نهفته و سایز انفجتاری ختوب سته فتاژ منتختب جتدا شتده در ایتن مطالعته بته  با استنتاج:
، ایتن UVمختلتف و نیتز تشعشتع  pHها در برابر دماهای مختلتف و محتدوده چنین پایداری مناسب آن( و همPKpMa2/20خصوص )
متورد توجته قترار عفتونی  کلبستیلا پنومونیتههای مقاوم ا جهت استفاده در فاژ درمانی برای کنترل سویهعنوان کاندیدتوانند بهفاژها می
 باشد.تری میبیش ، اما جهت استفاده درمانی نیاز به تجزیه و تحلیل مولکولیگیرند
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 هیپنومون لایکلبسناشي از  جهت کنترل عفونت کیتیل یوفاژهایباکتر
 

 3043، اردیبهشت  232، شماره چهارمدوره سي و                     مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                             04

 مقدمه
 متحرکگرم منفی و غیریک باکتری کلبسیلا پنومونیه

است کته معمتولاد در محتیط وجتود داشتته و عمتدتاد در 

دیابت، اختلال مصرف الکل یا پنومتونی  بیماران مبتلا به

یکتی از عوامتل این باکتری  .(6،0)شوداکتسابی دیده می

ویتی بتالایی از دارزایی است کته مقاومتت چنتد بیماری

میکروبی هتای ضتددهد و توستعه مقاومتخود نشان می

های منجر به کاهش اثر بخشی درمان پنومونیهکلبسیلا در

مرسوم در برابر این باکتری شده است. افزایش مداوم در 

میکروبی، ضرورت دلیل مقاومت ضدمیر بهومیزان مرگ

خص توجه به رویکردهای جایگزین در امر درمان را مش

هتتای هتتای ناشتتی از باکتریدرمتتان عفونت .(7)ستتازدمی

برانگیتتز  مقتاوم بته دارو بستیار چتالش کلبستیلا پنومونیته

متدت ای نیاز به تجویز طولانی طور فزایندهاست، زیرا به

 .(5)الطیتف داردهتای وستیع بیوتیکدوزهای بالای آنتی

ای هتفاژها )فاژها( برای درمان عفونتاستفاده از باکتریو

عنتتتوان یتتک روس درمتتانی جتتتایگزین باکتریتتایی بتته

هتای مقتاوم در برابتر ها در مبارزه با باکتریبیوتیکآنتی

 انتشتتار .(4)باشتتدچنتتد دارو در حتتال ظهتتور مجتتدد می

 و بتتوده فراگیتتر بستیار زمتتین کتتره روی باکتریوفاژهتا در

 هتا،اقیانوس شهری، هایپساب خاک، در توانمی را هانآ

 یتبیمارستانت محیط سخت، یتمحیط شرایط با هاییمکان

از  درمتانی اختصاصتیدر رویکردهای فاژ  .(1)یافت...  و

 استاس بتر یفتاژ بانتک کیت ازیک یا چند فاژ حاصتل 

 جتدا ییایتباکتر یهتاهیستو برابر در هاآن کیتیل تیفعال

 فتاژ هتایمزیت .(3)کنندیم استفاده ماریب عفونت از شده

 در توانمی شیمیایی هایبیوتیکتیآن به نسبت را درمانی

 عنتوانبته از جملته فعالیتت فاژهتا ذاتتی هایخصوصیت

باکتریوساید، خود تنظیمی دارویی، سمیت ذاتتی پتایین، 

اختلالات در فلور طبیعتی بتدن، پتانستیل ضتعیف ایجتاد 

هتتتای مقاومتتت باکتریتتایی، عتتدم تتتداخل بتتا مقاومت

ستیون و بیتوتیکی، جداستازی ستریع، امکتان فرمولاآنتی

 گیری متنوع و استتفاده در پاکستازی بیتوفیلم جستتجوکاربه

باکتریوفاژهتای  در مطالعه حاضر پس از جداسازی .(5)کرد

 هیتتپنومون لایکلبستتهتتای بیمارستتتانی لیتیتتک علیتته جدایتته
بیتتوتیکی چندگانتته خصوصتتیات دارای مقاومتتت آنتی

تترین طیتف میزبتانی، بته زیستی و شکلی فاژ دارای بیش

 کاندیدای فاژ درمانی، ارزیابی شد. عنوان
 

 ها مواد و روش
 هیپنومونلایکلبس ییایباکتر یهانمونه یآورجمع

 نمونته 40مقطعتی، تعتداد  -در این مطالعه توصیفی

 شتهریور متاه طی خرداد ماه تا پنومونیهکلبسیلا باکتریایی

 از بیمتتاران تبریتتز متتدنی شتتهید بیمارستتتان از 6500 ستتال

 تاییتد جهتت دست آمد.به بیمارستان این در شدهبستری 

 ،دریتافتی هاینمونته از اول مرحله در باکتری، تشخیص

 دمتای در آگارستویمحیط تریپتون روی بر شبانه کشت

 خواص بررسی از پس و گردید تهیه سلسیوس درجه 73

استتاندارد جهتتت  بیوشتتیمیایی هایتستت مورفولتوژیکی

 .(0)م شدانجا پنومونیهکلبسیلا تشخیص تایید
 

 وگرامیب یآنت تست
باکتریتتایی بتته  هایجدایتته از تاییتتد تشتتخیص، بعتتد

 بیتوتیکیآمده تحت آزمایش سنجش حساسیت آنتیدست

 دستتورالعمل اراهته براستاس و انتشار از دیستک روس با

آزمایشتگاه  و بتالینی استتانداردهای ستازمان شده توسط

(CLSIقتتترار ) هد از آزمتتتایش ایتتتن در. (9،60)گرفتنتتتد 

 ستیلین،آمپی ،ایران(، سفازولین-بیوتیک )پاتن طبآنتی

 جنتامایستتتتتتتین، استتتتتتید،نالیدیکسیک سفکستتتتتتیم،

 و ستتتفپیم توبرامایستتتن، ایمیپتتتنم، سیپروفلوکساستتتین،

 جهتتتت انجتتتام . ، استتتتفاده گردیتتتدموکستتتازولیکوتر

 محتتیط لیتتترمیلی 4 در هتتابتتاکتری ابتتتدا آزمتتایش در

 73 دمتتای در و هشتتد ( تلقتتی TSBبراث )ستتویتریپتتتون

 شتدند. گرماگتذاری ستاعت 1 متدتبه سلسیوس درجه

 در ستواپ فارلنتد، بتا متک نتیم پس از ایجتاد کتدورت

 منتاطق شتد. داده کشتت آگتارهینتونسط  محتیط مولر

 عنتوانبته هتاجدایته و گیریاندازه هاپلیت در رشد مهار

 مطابق هابیوتیکآنتی نسبت به حساس یا حساسنیمه مقاوم،

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jm

um
s.

m
az

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
2-

24
 ]

 

                             3 / 12

http://jmums.mazums.ac.ir/article-1-19411-en.html


   
 ارانو همکی راحله مجدان     
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 پژوهشــی

 

 

 هایآزمایشتگاه استاندارد ملی کمیته هایدستورالعمل با

جدایته دارای  61شتدند. ستپس تعتداد  بندیگروه بالینی

بیتتوتیکی جهتتت جداستتازی تتترین مقاومتتت آنتیبتتیش

 ها )به عنوان میزبان( انتخاب شدند.باکتریوفاژ علیه آن

 

 وفاژهایباکتر یجداساز

 اضتلابف خانتهتصفیه ورودی آب مرحله ازابتدا درچند 

باکتریوفتاژ شتد و مراحتل جداستازی  گیرینمونته مراغه

باکتریتایی  هایصورت جداگانه برای هر یک از جدایهبه

 انتدازه بتا فیلتر از رویی مایععنوان میزبان( انجام شد. )به

 محتیط ،آن بته سپس. شد عبور داده میکرومتری 54/0 منافذ

اوایتل  )در باکتریتایی تازه کشت محیط براث،سویتریپتون

 و( 5/0 -3/0مرحله رشد لگاریتمی با میزان جذب نوری 

 گرماگتذاری و اضافه درصد یک منیزیومسولفات  چنینهم

 دو متدتو به افزوده کلروفرم مورد نظر محلول به. گردید

 ستانتریفیوژ فوق محلول. داده شدقرار  محیط دمای در ساعت

ور عبت فیلتتر از فتاژ حتاوی رویتی آخر محلول در شده و

باکتریتایی فاژهتا ضتد  ارزیابی فعالیت در نهایت شد. داده

 لایته دو آگتار کشتت روس از استتفاده بتا باکتری برابر در

از میکرولیتر  600 مقدار. در این روس (0)گرفت صورت

نرم محتیط آگتار لیتترمیلیسته  برداشتته بتامحلول رویی 

 (وسیسلست درجه 40حدود درصد )با دمای  3/0شده  ذوب

و روی  گردیدمخلوط  میزبان باکتریاز میکرولیتر  000و 

و درصتد( ریختته  4/6)با درصد آگار گار آپلیت نرمال 

و حضور  ساعت انکوبه گردید 05درجه به مدت  73در 

 ها بررسی شد.های فاژی و اندازه آنپلاک

 

 وفاژهایباکتر یسازخالص
 هتای فتاژی، پتلاکستازی پلاکخالص منظتور به

 محتیط در استریل برداشته، سمپلرتفاده از سراس با لیتیک

TSB  گرماگتتتذاری، ستتتاعت 05 از بعتتتد. شتتتد تلقتتتی 

 در. شتد داده فیلتر عبتور از مایع رویی و سانتریفیوژ شده

مورد بررسی  دو لایهآگار  روس با هانهایت ایجاد پلاک

 .(66)گرفت

 شده یسازخالص وفاژیباکتر تریت نییتع
صورت ، بهTSB حاوی هایلوله در فاژی هاینمونه

دو  تکنیتک آگتار بتا و شتده رقیق برابر دهرقت سریالی 

 موجتود فاژهای تعداد. گرماگذاری گردید و کشت لایه

 شتده تشکیل هایپلاک شمارس روی از اولیه محیط در

 مربتتوط، فاژهتتای عیتتار و تعیتتین محتتیط کشتتت روی

. نتایج حاصل از سته (60)گردید بیان PFU/ml صورتبه

 باشد.تکرار میبار 

 
 شدهجدا یوفاژهایباکتر یمولکول لیتحل و هیتجز

شتده، جهتت پس از تعیتین تیتتر فاژهتای جداسازی

بتا  هتااستتخراج ژنتوم باکتریوفاژآنالیز مولکتولی فاژهتا، 

  ویروستتتتتی DNA کیتتتتتت استتتتتتخراج استتتتتتفاده از

(QIAamp DNA Mini Kit  )خت شترکت کیتاژناست 

استتخراج شتده های مهضم آنزیمی ژنو .شد نجامآلمان ا

 و در حجتم HindIII و EcoRV با دو آنزیم هااز باکتریوفاژ

 دومقتدار طور خلاصته، . بهمیکرولیتر انجام شد 00کلی 

، Universal Buffer میکرولیتتتر دومیکرولیتتتر آنتتزیم، 

 DNA میکرولیتتتر از 60آب مقطتتر و  میکرولیتتترشتتش 

دو بترای هتر .استخراجی فاژ مورد استتفاده قترار گرفتت

در نظتتر  سلستتیوسدرجتته  73آنتتزیم دمتتای انکوباستتیون 

دو  EcoRVیم بترای آنتز گتذاریگرمتاگرفته شد زمان 

. پتس از بتود ستاعتپتنج  HindIIIم ساعت و برای آنزی

 هتا،فعتال کتردن آنتزیم انجام هضتم آنزیمتی بترای غیتر

 سلستیوس درجته 00دقیقه در دمای  00ها به مدت نمونه

 و هضم آنزیمتی DNA ج استخراجمشاهده نتای قرار گرفتند.

 درصد در دستگاه الکتروفورز 0/0ها در ژل آگارز نمونه

 ده ولتتتاژ دستتتگاه در محتتدو گرفتتت وصتتورت  افقتتی

mV 600-90 و نتایج با استفاده از دستتگاه م گردیدیتنظ 

UV  د.ش انجامها نمونهعکس برداری از و شده مشاهده 

 
 وفاژهایباکتر یزبانیم فیط نییتع

 هتایفاژ لیزکننتدگی نی، قدرتان طیف میزبیتعیبرای 

ایی باکتریتت هتتایجدایتته بتتر روی ستتایر شتتده جداستتازی
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مورد استفاده در ایتن مطالعته عتلاوه بتر  پنومونیهکلبسیلا

از  رای ایتن منظتورمیزبان اصلی خود نیز سنجیده شتد. بت

ابتتدا بتاکتری در محتیط  ای استتفاده گردیتد.تست نقطه

بر روی محیط بعد تلقی  شد و  براثسویکشت تریپتون

از  هیتک قطتر سپسداده شد.  آگار کشتتریپتون سوی

ریخته و  ط کشت باکترییسوسپانسیون فاژی بر روی مح

 گرمتا لستیوسدرجته س 73ساعت در دمتای  60مدت به

 شد. پس از طی این مدت ایجتاد پتلاک توستط گذاری

در مرحله بعتد گرفت. مورد بررسی قرار هافاژهر یک از 

تترین طیتف میزبتانی بترای سه تا از فاژهتای دارای بتیش

تر خصوصتیات زیستتی و میتزان مانتدگاری بررسی بیش

هتتا نیتتز فتتاژی کتته هتتا انتختتاب شتتدند کتته از بتتین آنآن

ترین طیف میزبانی را داشتت بترای بررستی شتکلی بیش

توسط میکروستکوپ الکترونتی انتختاب گردیتد. نتتایج 

 باشد.یحاصل از سه بار تکرار آزمایش م

 

 (MOIعفونت ) نهیتعدد به سنجش
 ستته باکتریوفتتاژ منتختتب  MOIبتترای تعیتتین میتتزان 

(P8, P10, P12ابتدا باکتری ،) ها در محیط کشتت تتازه

میتزان  ،تلقی  شد. پتس از گرماگتذاری کشتت بتاکتری

 رسانده شد. سپس سوسپانسیون 100OD=5/0نوری به جذب

ه گردید و به های مختلف به باکتری اضاف MOIفاژی با 

درجه سلستیوس گرمتا گتذاری  73ساعت در  4/7مدت 

گردید. پس از گذشت زمان مورد نظر، نمونه سانتریفیوژ 

شتتبانه کشتتت  افتتزودن بتتاهتتای مختلتتف شتتد و در رقت

پتتس از  بتاکتری، آزمتتایش آگتتار دو لایتته انجتتام گرفتتت.

 ،درجه سلسیوس 73ساعت گرما گذاری در  05گذشت 

 .(67)مارس گردیدهای فاژی حاصل شپلاک
 
 ( One step growth) یامرحله کی رشد شیآزما

با نمونه فتاژی  100OD=5/0-4/0 ایی بایکشت باکتر

بتتا یکتتدیگر مخلتتوط  06/0بهینتته  MOI متتورد نظتتر بتتا

بتته منظتتور جتتذب حاصتتل سوسپانستتیون و  گردیدنتتد

گرما  لسیوسدرجه س 73دقیقه در دمای پنج  ،باکتریوفاژ

 ،اکتریوفاژهتای جتذب نشتدهب برای حتذف. شد گذاری

در انکوباتور دقیقه  6 تژ و باکتری به مداسوسپانسیون ف

سلستیوس درجه  5دمای و  rpm 60000شیکردار با دور 

رستوب . سانتریفیوژ شد و محلول رویتی حتذف گردیتد

. (67)گردیتد خلتوطم TSB لیتر محتیط میلی 4 باحاصل 

 این مرحله برای هر فاژ سه بار تکرار گردید.

 
 یدماهتاد در شتده جتدا یوفاژهایباکتر یداریپا نجشس

 مختلف
های منتخب به روس احمتدی و پایداری باکتریوفاژ

 40و  73، - 00در سته دمتای  همکاران باکمی تغییترات

بترای ایتن  .گرفتتمتورد بررستی قترار سلستیوسدرجه 

 با استفاده از تکنیتک آگتاریوفاژها باکتر منظور ابتدا تیتر

در  های باکتریتاییسوسپانسیونسپس  .لایه تعیین شد دو

گردید.  گرماگذاری ساعت دومدت دماهای موردنظر به

 در مرحله آخر یک بار دیگر تیتر فاژی با استفاده از تکنیک

 دست آمده با هتم مقایستهاعداد به و شدلایه تعیین  دو آگار

 . آزمون براساس سه بار تکرار انجام شد.(65)گردیدند

 
 یهتا pH در شتدهجدا یوفاژهتایباکتر یداریتپا سنجش
 مختلف

با استتفاده از روس  ، pHسنجش میزان حساسیت به

ابتتدا  احمدی و همکاران بتا کمتی تغییترات انجتام شتد.

، 5، 7های  pH با تیتر مشخص درهای فاژی سوسپانسیون

درجه  73دمای  ساعت دردو به مدت  60و  66، 9، 3، 4

 این مدت تیتر فتاژیگردید. بعد از  لسیوس گرماگذاریس

شتد. مقایسته  لایته تعیتین دو با استفاده از تکنیک آگتار

متورد  pH در گرماگذاریاندازه تیتر فاژی قبل و بعد از 

. (65)دش در نظر گرفته pH معیار پایداری فاژ در آن ،نظر

 مراحل آزمایش در هر قسمت سه بار تکرار گردید.

 

 یالکترون کروسکوپیم
طیف میزبتانی جهتت بررستی  ترینفاژ دارای وسیع

خصوصتتیات شتتکلی بتتا میکروستتکوپ الکترونتتی تعیتتین 
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 ارانو همکی راحله مجدان     
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 پژوهشــی

 

 

 PFU 960تا  060) بالا تیتر با فاژی نمونه ابتدا گردید. در

 میکرومتتر 54/0 فیلتتر از گردیتد و لیتر( تهیهدر هر میلی

 بته g0400 دور در فتاژی نمونته ادامته در. شد عبور داده

 رستوب باکتریوفتاژ تا گردید سانتریفیوژ دقیقه 10 مدت

 استتات محلول با مرتبه دو باکتریوفاژ سپس رسوب. کند

 آمیتزی،رنت  بترای. شستشو گردید مولار 6/0 آمونیوم

 گریتدهای مستی ثابتت شتد و بتر روی فاژی نمونه ابتدا

 و آمیتزی شتدهدرصتد رنت  دو استات اورانیل با سپس

 آختر در. گردیتد حذف فیلتر توسط کاغذ اضافی رن 

 وستیله بته باکتریوفتاژ مورفولتوژی مشاهده برای اهنمونه

 ولتتاژ بتاTEM (Leo 906, Germany ) میکروستکوپ

گرفته  تصاویر و گرفت قرار بررسی موردکیلوولت  600

 در موجتود قبلتی شده شناسایی استاندارد فاژهای با شده

 .(64)گردید مقایسه باکتریوفاژ شناسایی جهت معتبر منابع
 

 هشپژو یاخلاق ملاحظات
کتتتتتتتتتد اختتتتتتتتتلاق مطالعتتتتتتتتته حاضتتتتتتتتتر 

IR.MARAGHEHPHC.1402.025 بوده و این پژوهش 

گروه/کمیته اخلاق در پتژوهش دانشتکده علتوم  در کار

 پزشکی مراغه به تصویب رسیده است.
 

 هاافتهی
 یباکتر یساز خالص و ییشناسا

ایی بته یتنمونته باکتر 71در این مطالعته در مجمتوع 

جتدا شتده از  نومونیتهکلبسیلا پهای باکتری عنوان سویه

مورد در بیمارستان امام رضای شهر تبریز  بیماران بستری

 05شتده بعتد از  آوریهای جمع. نمونهتایید قرار گرفت

دمتای  آگتار درستویتریپتون ساعت کشت روی محیط

هتتای درشتتت و موکوهیتتدی ، کلنتتیلستتیوسدرجته س 73

هتا در داشتتند. نمونته ایجاد کردند که حتالتی چستبناک

گترم منفتی تشتخیص  ایباکتری میله   آمیزی گرم،رن

آگار  کانکی کها در محیط کشت مکلنیو  داده شدند

 .به رن  صورتی و لاکتوز مثبت بودند

 

 کیوتیبیآنت به مقاوم هیلاپنومونیکلبس یهاهیسو نییتع
آمتده میتزان مقاومتت  دستت های بتهبر اساس داده

انی نستتبت بتته بیمارستتت پنومونیتتهکلبستتیلاهتتای ستتویه

 ستیلین، آمپتیدرصتد( 00) ستفازولین هتایبیوتیکآنتی

، جنتامایسین درصد( 37)، کوتریموکسازول درصد( 37)

 ،درصتد( 47) ، سیفکسیمدرصد( 10) پنم، ایمیدرصد( 10)

 51)، سیپروفلوکستتین درصتتد( 47)نالیدیکستتیک استتید 

 د(درصت 01)توبرامایستین  درصد( و 77)، سفپیم درصد(

 مقاومتتت میتتزان تتترینبتتیش دارای کتته دایتتهج 61. بتتود

براساس نتایج حاصل از سنجش حساستیت  بیوتیکیآنتی

 جداستازی جهتت بیوتیکی در مطالعه حاضر بودند،آنتی

 .شدند انتخاب هاآن علیه لیتیک فاژهای

 

 هیپنومون لایکلبس هیعل کیتیل یوفاژهایباکتر یجداساز
 زا گیرینمونتته بتتار شتتش از پتتس مطالعتته ایتتن در

 و انجتام مراحتل جداستازی شهر مراغه فاضلاب خانهتصفیه

 طور جداگانه بترای یتافتن حتداقل یتک فتاژ علیته هتر به

 پنومونیتهکلبستیلابیوتیک مقاوم به آنتی جدایه 61یک از

هتتای دارای مقاومتتت مطالعتته )کتته شتتامل جدایتتهمتتورد 

طتتور فتتاژ لیتیتتک بتته 61(، دتتتر بتتوبتتیش بیتتوتیکیآنتتتی

 اسازی گردید.آمیز جدموفقیت

 

 یمیآنز هضم و یژنوم استخراج جینتا
 استتتخراج  ،شتتدهستتازی باکتریوفتتاژ جتتدا  61از هتتر 

  تصتتویرژنتتوم بتتا موفقیتتت انجتتام شتتد کتته نتتتایج آن در 

 شتتده استتت. انتتدازه تمتتامی  نشتتان داده )التتف( 6شتتماره 

 جفتت بتاز  کیلتو 60ژنوم استتخراج شتده بزرگتتر از  61

 کتته در تصتتویر  آنزیمتتی آزمتتایش هضتتمنتتتایج در  .بتتود

جدایتتته  61از  )ب( نشتتتان داده شتتتده استتتت. 6شتتتماره 

جدایته  9و  HindIII جدایه توسط آنزیم 60 ،باکتریوفاژ

 برس خوردند.  EcoRVآنزیم نیز توسط
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باکتریوفتاژ جداستازی شتده علیته  61ژنتومی  DNA :1شماره  تصویر

، باکتریوفاژهتا ژنومی جاستخرا الف: نتایج، کلبسیلا پنومونیهباکتری 

ژنتومی باکتریوفاژهتای جداستازی  DNA نتتایج هضتم آنزیمتیب: 

نتتایج ج: HindIII. ندونوکلئازآشده از تصفیه خانه فاضلاب مراغه با 

ژنومی باکتریوفاژهای جداسازی شده از تصفیه  DNA هضم آنزیمی

: 6چاهتتک شتتماره   EcoRVنتتدونوکلئازآخانتته فاضتتلاب مراغتته بتتا 

 ، P1: 0 ، چاهتتک(ستتیناژن، ایتتران) bp60000 کتتولینشتتانگر مول

 61تتا  0 هتایچاهک ،P4: 4 ، چاهکP3: 5 چاهک ،P2: 7 چاهک

 .P16تا  P1 باشدمربوط به ژنومهای فاژهای جداسازی شده می

 

 وفاژهایباکتر یزبانیم فیط نییتع
پتتس از جداستتازی باکتریوفاژهتتا، قتتدرت لیتتز هتتر 

 جدایتته 64متته صتتورت جداگانتته علیتته هبتته ژباکتریوفتتا

ای دیگتر بتا روس تستت نقطته پنومونیه کلبسیلاباکتری 

 ه ستهحتاکی از آن بتود کت که قرار گرفتارزیابی مورد 

تتترین دارای بتتیش PKpMa2/20و  P10 ،P8 باکتریوفتتاژ

های بعدی انتخاب برای آزمایش که بودندطیف میزبانی 

 ،6 شماره بر اساس نتایج جدول(. 6)جدول شماره شدند

نمونتته بتتاکتری  66بتتا قتتدرت لیتتز  PKpMa2/20 فتتاژ

و دو بتود  ترین طیف میزبانیدارای بیش پنومونیهکلبسیلا

نمونتتته  9هرکتتتدام دارای قتتتدرت لیتتتز  P10 و P8 فتتتاژ

 .جدایه بودند 61از باکتریایی 

 
 و اثتر لیزکننتدگی باکتریوفاژهتای میزبتانی طیتف :1جدول شمماره 

هتای )جدایهکلبسیلا پنومونیه، های بالینی جدایه علیه شده جداسازی

، فاژ منتخب Pهای جداشده:، فاژ:bpجفت باز، Kpکلبسیلا پنومونیه: 

 (PKPMa2/20با بیش ترین طیف میزبانی: 
 

 فاژ مطالعه نیا در شده یجداساز یفاژها اثر در زشدهیل هیپنومون لایکلبس ییایباکتر یها هیجدا

Kp1 P1 

Kp2, Kp11 P2 

Kp3, Kp11 P3 

Kp4, Kp11 P4 

Kp5, Kp11 P5 

Kp6, Kp11 P6 

Kp7, Kp11 P7 

Kp1, Kp2, Kp3, Kp5, Kp6, Kp7, Kp8, Kp11, Kp12 P8 

Kp9 P9 

Kp2, Kp3, Kp4, Kp7, Kp8, Kp9, Kp10, Kp11, Kp13 P10 

Kp11 P11 

Kp1, Kp2, Kp3, Kp4, Kp7, Kp8, Kp10, Kp12, Kp13, Kp14, Kp15 PKpMa2/20 

Kp5, Kp6, Kp13 P13 

Kp14, Kp11 P14 

Kp5, Kp6, Kp15 P15 

 

 (MOIعفونت ) نهیتعدد به نییتع
شتده ی جداستاز یفاژهتا نهیبه MOIدر این مطالعه 

 فیتط نیتترشیب یکه دارا هیپنومونلایکلبس یباکتر هیعل

جداستتازی شتتده علیتته فتتاژ  نتتهیبه MOI. بودنتتد یزبتتانیم

کتته  ودبتت 006/0برابتتر ( Kp8) پنومونیهکلبستتیلابتتاکتری 

  P8 فتتاژ زاتیتتآمتتده توستتط ل دستتتهبتت تتتریت نیبتتالاتر

(pfu/ml 060×93/0 ) .بودMOI جداسازی شده فاژ  نهیبه

بتود و  6/0برابتر ( Kp10) پنومونیهکلبستیلاعلیه بتاکتری 

بود.  pfu/ml 360×00/7برابر با  آنبالاترین میزان لیزات 

MOI شتتتده علیتتته بتتتاکتری  جداستتتازیفتتتاژ  نتتتهیبه

بتتود و بتتالاترین  06/0برابتتر ( Kp12) ومونیهپنکلبستتیلا

   PKpMa2/20لیتتتزات فتتتاژ بتتته دستتتت آمتتتده بتتترای

 بتترآورد گردیتتد )جتتدول  pfu/ml 960×79/7برابتتر بتتا 

 (.0شماره 
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 PKpMa2/20 (Kp: K.pneumoniae )و  P10 ،P8بهینه فاژهای  MOI :2جدول شماره 
 

Phage titers PKpMa2/20 (pfu/mL) Phage titers p10 (pfu/mL) Phage titers p8 (pfu/mL) MOI pfu of phage CFU of Kp8, Kp10, Kp12 
92/63×10 71/22×10 81/16×10 600 060 160 

91/09×10 71/97×10 81/93×10 60 060 360 

92/02×10 72/19×10 81/89×10 6 060 060 

93/02×10 73/82×10 82/49×10 6/0 360 060 

93/39×10 73/02×10 802/34×1 06/0 160 060 

93/00×10 71/90×10 82/97×10 006/0 460 060 

92/29×10 72/36×10 82/36×10 0006/0 560 060 

 
 یا مرحله کیرشد  کینتیس

جتدا  PKpMa2/20ای فتاژ نتایج رشد یتک مرحلته

دهنتده دوره نشتان پنومونیتهکلبستیلا شده علیته بتاکتری 

در  pfu/ml740 ای فاژ و سایز انفجاریدقیقه 60نهفتگی 

عنوان نستبت تعتداد نهتایی ذرات فتاژ بود که به 74دقیق 

های باکتریتایی در طتول آزاد شده به تعداد اولیته ستلول

نتتایج منحنتی رشتد یتک . شتوددوره نهایی محاستبه می

 پنومونیه کلبسیلاجدا شده علیه باکتری  P8ای فاژ مرحله

 ای بتتا ستتایزدقیقتته 60نشتتان دهنتتده یتتک دوره نهفتگتتی 

ای فاژ مرحلهنتایج رشد یک  بود. pfu/ml 060انفجاری 

P10  نیز نشان داد که این فاژ دارای دوره نهفتگی بلنتدتر

بتود و ستایز  دقیقه 64و در حدود  نسبت به دو فاژ دیگر

 بود. pfu/ml 600و  74انفجاری این فاژ در حدود دقیقه 

 

 منتختب وفتاژیباکتر کیتمورفولوژ اتیخصوصت یبررس
PKpMa2/20  یعبور یالکترون کروسکوپیم از استفادهبا 
دارای یک ستر بتزرگ و  PKpMa2/20 باکتریوفاژ

با طتول  کوتاه و یک دم( nm 10 ×nm 10) چند وجهی

رسد متعلق بته ختانواده  د که به نظر میبو nm 60حدود 

Podoviridae  (.0باشد )تصویر شماره 

 

 منتخب وفاژیبر سه باکتر pHدما و  ریتاث

ی هاباکتریوفاژ در دما سهدهنده پایداری نشاننتایج 

 طتوریبه مدت دو ساعت بود بهلسیوس درجه س -00و  73

 ،کاهش تیتر فاژی مشاهده نگردیتد ،که در این طیف دمایی

هتر تیتر  سلسیوسدرجه  40در دمای با افزایش دما و اما 

کاهش اندکی در میزان با این حال  .کاهش یافتسه فاژ 

 هتای متوردبین فاژ رد فاژ مشاهده گردید. ماندگاری هر سه

 P8 مانی در فتاژترین کاهش در میزان زندهبررسی، بیش

 (.6شماره  نمودارمشاهده گردید )درصد کاهش  00با 

 0شتماره  در نمتودار هاروی باکتری pHتاثیر  نتایج

 .آمده است

 

 
 تترین طیتفدارای بیش ،PKpMa2/20 باکتریوفاژ لیتیک :2تصویر شماره 

 براستاسمتورد استتفاده،  پنومونیته کلبستیلاهای میزبانی برای جدایه

 Podoviridaeخانواده متعلق به  PKpMa2/20 مشخصات ذکر شده فاژ
 دهند.ها منطقه سر و دم باکتریوفاژ را نشان می، فلشباشدمی

 

 
 

 و PKpMa2/20 یفاژهتا یحرارتت یداریتنمتودار پا :1 شماره نمودار

p8, p10، شیآزمتا سته از استاندارد انحراف دهندهنشان خطا یهالهیم 

 یزهتایبا توجه به آنال .اندشده انجام یتکرار صورتبه که است مستقل

 و یفتاژ تتریت تمیلگار انیم یآمار نظر از یانجام شده ارتباط معنادار

 .است تکرار سه اساس بر جینتا( >04/0P) دارد وجود زمان
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 و PKpMa2/20هتای منتختب فاژهتای پایتداری فاژ :2شماره  نمودار

p8, p10  ،دهنتدههای خطا نشانمیلهدر شرایط اسیدی و قلیایی مختلف 

 انحراف استاندارد از سه آزمایش مستقل است که به صتورت تکتراری

 از با توجه به آنالیزهای انجتام شتده ارتبتاط معنتاداری .اندانجام شده

. (>04/0P)د دارد وجتو pHمیتان لگتاریتم تیتتر فتاژی و  آماری نظر

 نتایج بر اساس سه تکرار است.

 

 ،آمده در ایتن آزمتایشدستهای بهبا توجه به داده

هتای  pH در PKpMa2/20 وP8 ، P10 پایداری سه فتاژ

ی ادار P10 در این میتان فتاژ. مختلف متفاوت از هم بود

به این  بودتری نسبت به دو فاژ دیگر محدوده فعالیت کم

داشتت و  =3pH در ن مانتدگاری راتریصورت که بیش

بته  یافتتهای قلیایی و اسیدی فعالیت آن کاهش pH در

فعالیت  66تر از بیش و 4تر از های کمpH طوری که در

را تحمل کرده و =pH  5 تا P8 اما فاژ ،درسیآن به صفر 

. بتاقی مانتدثابتت  تقریبتا 60تا  3های  pH فعالیت آن در

فاژ نسبت به دو تری یشدامنه فعالیت ب  PKpMa2/20ژفا

قلیایی و هم استیدی  pH که هم درطوریدیگر داشت به

در شرایط قلیایی  با این وجود کرد.خود را حفظ  فعالیت

 .عملکرد بهتری داشت

 

 بحث
یکتتی از عوامتتل بیمتتاریزای مهتتم  پنومونیتته کلبستتیلا

 طلتبهای بیمارستانی فرصتانسانی است که باعث عفونت

 .(61)شتودبیماران دچتار نقتص ایمنتی میویژه در میان به

مستئول بتروز  یکیوتیتبیاستفاده گستترده از درمتان آنتت

بیتوتیکی دارای مقامت چندگانته آنتی لایکلبس یهاهیسو

هتای منحصتر بته فترد بتا توجته بته ویژگی .(63)می باشد

های اخیر، انتظتارات از ایتن ذرات باکتریوفاژها، در سال

مانی موثر بالقوه برای کنتترل عنوان عوامل دربهجادویی 

. (60،69)های غیر قابل درمان بسیار بالا رفته استتعفونت

 فراوانتیپژوهشی توسط اسدپور و همکاران بتر روی  در

 و الطیتفوستیع لاکتامتاز بتا تولیدکننده پنومونیهکلبسیلا

 ایتتن مقاومتتت تتترین میتتزان، بتتیشدارو چنتتد بتته مقتتاوم

 درصتد(، 90ستیلین )پنی بیوتیتکآنتی به نسبت هاجدایه

 1/05اریترومایستتین ) و درصتتد( 1/03ستتیلین )آموکسی

 آمیکاسین های جنتامایسین وبیوتیکدرصد( بوده و آنتی

 .(00)بودند ها در این مطالعهبیوتیکآنتی موثرترین

 0006ای که ستوفی و همکتاران در ستال در مطالعه

کتته  KPP-5انجتتام دادنتتد یتتک باکتریوفتتاژ اختصاصتتی 

وجهی و یک دم کوتاه بود و متعلق رای یک سر چند دا

 پنومونیهکلبستیلابود، علیه باکتری  Podoviridaeبه خانواده 

دیگر . یک باکتریوفاژ اختصاصی (00)جدا سازی گردید

کته  ه استتنیتز شناستایی شتد پنومونیهکلبستیلاعلیته نیز 

بتود و در  کوتتاه دم یتک و وجهتیچند  سر یک دارای

. نتتایج هتتر دوی (06)گرفتتتقرار Podoviridaeختانواده 

این مطالعات با نتتایج تحقیتق حاضتر همختوانی داشتت. 

فاژهتای جتدا شتده در  هتای ترین ویژگییکی از جالب

های هتا در ستلولی کنونی رشتد بستیار ستریع آنمطالعه

بتتود. در شتترایط استتتاندارد  پنومونیهکلبستتیلابتتاکتری 

منتختب جداستازی  آزمایشگاهی، دوره نهفتگی سه فتاژ

دقیقه بتود کته یتک دوره نستبتا   60تا  64شده در حدود 

کوتاه بوده و سایز انفجاری برای لیتز ستلول میزبتان کته 

های میزبان شتد، سبب آزادسازی فاژهای جدید از سلول

 740تا  pfu/ml 600و به میزان  50تا  70در حدود دقایق 

 .تخمین زده شد

همکاران، نتایج منحنی  زاده ترابی ودر مطالعه رحیم

ای که بر اساس الگوی رشتد و فعالیتت رشد یک مرحله

 PɸBw-Kp1، PɸBw-Kp2لیتیک سه باکتریوفاژ جدید 

کلبستتیلا هتتای جتتدا شتتده علیتته بتتاکتری PɸBw-Kp3 و
حاصل از زخم سوختگی ترسیم شد، بیانگر این  پنومونیه

بود کته زمتان انفجتار در هتر سته باکتریوفتاژ در حتدود 

 .(00)بود 00ی دقیقه
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Wang  بتتر  0006و همکتاران نیتتز تحقیقتی در ستتال

 بیوتیکو آنتی vB_KpnM_P-KP2درمان ترکیبی فاژروی 

 K47 جنتامایسین روی پنومونی حتاد ناشتی از ستروتی 

زمتتان ترکیتتدگی  کتته انجتتام دادنتتد پنومونیهکلبستتیلا

شده را در حتدود  جدا vB_KpnM_P-KP2باکتریوفاژ 

 .(07)دندتخمین ز 70دقیقه 

حاضتتر آنتالیز مولکتتولی باکتریوفاژهتتای  در مطالعته

لیتیک جداسازی شده نشان داد کته ژنتوم ایتن فاژهتا از 

ای بتتود. ژنتتوم ایتتن فاژهتتا همگتتی دو رشتتته DNAنتتوع 

حتتدودا دارای وزن مولکتتولی مشتتابهی بودنتتد و انتتدازه 

کیلو جفت بتاز تخمتین  60ها نیز بزرگ تر از ژنومی آن

ه با هضم آنزیمی نیز این فرآیند توستط زده شد. در رابط

صورت گرفت که آنزیم  EcoRVو  HindIIIهای آنزیم

EcoRV  بتتود و آنتتزیم  یژنتتوم فتتاژ نتتهقتتادر بتته هضتتم

HindIII  ژنوم فاژ را هضم کند. 60توانست 

 در مطالعتته جدیتتد دیگتتر پتتس از استتتخراج ژنتتوم 

و  PɸBw-Kp1، PɸBw-Kp2ستتته باکتریوفتتتاژ لیتیتتتک 

PɸBw-Kp3 کلبستتیلا ستتازی شتتده علیتته بتتاکتری جدا
و هضتتم آنزیمتتی ایتتن باکتریوفاژهتتا، تجزیتته و  پنومونیتته

های محدودکننتده نشتان داد کته تحلیل الگوی هضم آنزیم

و  Hind III ،Bam HIهتای توستط آنزیم PɸBw-Kp1 فاژ

KpnI  بترس ختتورده و هضتم شتتد. فتاژPɸBw-Kp2  بتته

آزمتایش های محدود کننده مورد استفاده در ایتن آنزیم

 و HindIII هتایبه آنزیم PɸBw-Kp3حساس بود و فاژ 

EcoRI (00)حساس بود. 

پایداری فاژها تحتت تتیثیر عوامتل مختلفتی بررسی 

آمیز این ها و دما به منظور کاربرد موفقیت، یونpHمانند 

های دارویی و پزشکی ضتروری استت و ذرات در زمینه

 .(05)از اهمیت بسیاری برخوردار است

Sundaramoorthy  تحقیقی 0006و همکاران در سال 

 علیته بتاکتری شتده جتدا KpGدر رابطه با پایداری فتاژ 

 مطالعتاتهای مختلف انجام دادنتد. pHدر  پنومونیهکلبسیلا

در  KpGفتاژ  نشتان داد کته قیتتحقدر این  pHپایداری 

pHپایین ناپایدار بود و فاژ تنها در  هایpH تا  3های بین

. در (04)مانی خود را حفظ کندتوانایی زنده قادر بود 66

و  Sundaramoorthyحاضر نیز مطابق بتا تحقیتق  مطالعه

 هتایpHتوانتایی تحمتل  P10و  P8همکاران دو باکتریوفاژ 

پتتایین را نداشتتتتد در حتتالی کتتته بتتر ختتتلاف مطالعتتته 

Sundaramoorthy  و همکاران فتاژ منتختبPKpMa2/20 

فعالیت لیتیتک ختود را بته  های پایین نیزpHقادر بود در 

 0006و همکتاران نیتز در ستال  Fengخوبی حفظ کنتد. 

شتده جداسازی  BUCT556Aمیزان پایداری فاژ لیتیک 

هتتای  pHرا در دماهتتا و  پنومونیهکلبستتیلاعلیتته بتتاکتری 

مختلف مورد بررسی قرار دادند. نتتایج تحقیقتات نشتان 

ایدار پ 67تا  5های بین  pHدر  BUCT556A فاژداد که 

کته در  BUCT556Aفتاژ لیتیتک . میتزان بقتای (01)بود

دقیقته  10و  70متدت درجه سلسیوس بته 30تا  50دمای 

گرماگذاری شده بود به آرامی کاهش یافت امتا بتا ایتن 

وجود، فاژ در ایتن دماهتا هنتوز فعالیتت لیتیتک ختود را 

درجته  00حفظ کرده بود. با این حال، با رسیدن دمتا بته 

ی در مطالعته .اد هیچ فاژی زنده نمانده بودسلسیوس تقریب

 حاضر نیز هر سه فاژ توانایی لیتیک خود را در دماهای بالا

مانی هر حفظ کردند و کاهش بسیار کمی در میزان زنده

رخ  پنومونیهکلبستیلاسه فاژ جداسازی شده علیه باکتری 

داد که بیانگر این بود که هر سه فاژ جداستازی شتده در 

قابلیتت  PKpMa2/20و فاژ منتخب  P8 ،P10 این مطالعه

و  Sofyای کتته تحمتتل حرارتتتی بتتالایی داشتتتند. در مطالعتته

در رابطته بتا طیتف میزبتانی فتاژ  0006همکاران در سال 

 پنومونیهکلبسیلاجداسازی شده علیه باکتری  KPP-5لیتیک 

انجام دادند، نتایج این تحقیق گویتای ایتن بتود کته فتاژ 

فعالیت لیتیک قوی بود و قادر بود  دارای KPP-5لیتیک 

جدا شده از منابع  پنومونیهکلبسیلاهای درصد از سویه 37

بررستی طیتف . (06)مختلف را بتا کتارایی بتالا لیتز کنتد

شده در مطالعه حاضر  فعالیت لیتیک باکتریوفاژهای جدا

 37بتا تتاثیر بتر  PKpMa2/20نیز نشتان داد فتاژ منتختب 

 ،بیوتیکمقاوم به آنتی پنومونیهکلبسیلاهای درصد از سویه

 ترین طیف میزبانی بود که بتا نتتایج بررستیدارای وسیع

. بتا ی سوفی و همکاران مطابقتت داشتتشده در مطالعه
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توجه به طیف میزبانی گسترده سه باکتریوفاژ جداستازی 

هتای بتالینی مقتاوم بته شده در ایتن مطالعته علیته جدایته

 چنین ماندگاری مناستبو هم هیپنومون لایکلبسبیوتیک آنتی

های مختلف که از عوامل مهتم در  pHها در دماها و آن

باشتد، انتخاب فاژهتای مناستب جهتت فتاژ درمتانی متی

عنوان کاندیداهای مناسبی جهتت توان این فاژها را بهمی

هتای بیوتیتک باکتریهای مقاوم بته آنتتیکنترل عفونت

قبتتل از استتتفاده معرفتتی نمتتود. البتتته  کلبستتیلا پنومونیتته

تر کاربردی درمانی از این فاژها، آنتالیز مولکتولی کامتل

هتا جهتت اطمینتان از این فاژها و تعیین توالی ژنومی آن

زا و نیز بررستی پایتداری عدم وجود هر گونه ژن آسیب

 باشد.فاژها در برابر عوامل محیطی دیگر ضروری می
 

References 

1. Paczosa MK, Mecsas J. Klebsiella pneumoniae: 

going on the offense with a strong defense. 

Microbiol Mol Biol Rev 2016; 80(3): 629-

661. 

2. Piperaki ET, Syrogiannopoulos GA, Tzouvelekis 

LS, Daikos GL. Klebsiella pneumoniae: 

virulence, biofilm and antimicrobial resistance. 

Pediatr Infect Dis J 2017; 36(10): 1002-1005. 

3. Verma I, Semalty R, Gabrani R. Antibiotic-

Resistant Klebsiella pneumoniae and Targeted 

Therapy. Antimicrobial Resistance 2022; 

2022: 233-252. 

4. Kortright KE,  Chan BK, Koff JL, Turner 

PE. Phage therapy: a renewed approach to 

combat antibiotic-resistant bacteria. Cell 

Host Microbe 2019; 25(2): 219-232. 

5. Eskenazi A, Lood C, Wubbolts J, Hites M, 

Balarjishvili N, Leshkasheli L, et al. 

Combination of pre-adapted bacteriophage 

therapy and antibiotics for treatment of 

fracture-related infection due to pandrug-

resistant Klebsiella pneumoniae. Nature 

Communications 2022; 13(1): 1-14. 

6. Clokie MR, Millard AD, Letarov AV, 

Heaphy S. Phages in nature. Bacteriophage 

2011; 1(1): 31-45. 

7. Friman VP, Soanes-Brown D, Sierocinski, P, 

Molin S, Johansen HK, Merabishvili M, et al. 

Pre‐ adapting parasitic phages to a pathogen 

leads to increased pathogen clearance and 

lowered resistance evolution with Pseudomonas 

aeruginosa cystic fibrosis bacterial isolates. J 

Evol Biol 2016;29(1):188-198. 

8. Pallavali RR, Degati VL, Lomada D, Reddy 

MC, Durbaka VRP. Isolation and in vitro 

evaluation of bacteriophages against  

MDR-bacterial isolates from septic wound 

infections. PLoS One 2017; 12(7): e0179245. 

9. Hudzicki J. Kirby-Bauer disk diffusion 

susceptibility test protocol. American Society 

for Microbiology 2009; 121-144. 

10. CLSI C. Performance standards for 

antimicrobial susceptibility testing. Clinical 

Lab Standards Institute 2021. 

11. Jun JW, Kim JH, Shin SP, Han JE, Chai JY, 

Park SC. Characterization and complete 

genome sequence of the Shigella bacteriophage 

pSf-1. Res Microbiol 2013; 164(10): 979-986. 

12. Majdani R. Isolation of lytic bacteriophages 

against pathogenic Escherichia coli strains in 

poultry in the northwest of Iran.  Archives of 

Razi Institute 2016; 71(4): 235-244. 

13. Wang Z, Zheng P, Ji W, Fu Q, Wang H, Yan 

Y, et al. SLPW: a virulent bacteriophage 

targeting methicillin-resistant Staphylococcus 

aureus in vitro and in vivo. Fronti Microbiol 

2016; 7: 934. 

14. Ahmadi M, Karimi Torshizi MA, Rahimi S, 

Dennehy JJ. Prophylactic Bacteriophage 

Administration More Effective than Post-

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jm

um
s.

m
az

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
2-

24
 ]

 

                            11 / 12

http://jmums.mazums.ac.ir/article-1-19411-en.html


   
 ارانو همکی راحله مجدان     

 

 09       3043، اردیبهشت  232، شماره چهارمدوره سي و                     مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                                  

 پژوهشــی

 

 

infection Administration in Reducing Salmonella 

enterica serovar Enteritidis Shedding in 

Quail. Front Microbiol 2016; 7(1): 1253. 

15. Knezevic P, Kostanjsek R, Obreht D, Petrovic 

O. Isolation of Pseudomonas aeruginosa 

specific phages with broad activity spectra. 

Curr Microbiol 2009; 59(2): 173-180. 

16. Pan YJ, Lin TL, Chen YY, Lai PH, Tsai YT, 

Hsu CR, et al. Identification of three 

podoviruses infecting Klebsiella encoding 

capsule depolymerases that digest specific 

capsular types. Microb Biotechnol 2019; 

12(3): 472-486. 

17. Drulis-Kawa Z, Mackiewicz P, Kęsik-Szeloch 

A, Maciaszczyk-Dziubinska E, Weber-

Dąbrowska B, Dorotkiewicz-Jach A, et al. 

Isolation and characterisation of KP34—a 

novel φKMV-like bacteriophage for Klebsiella 

pneumoniae. Appl Microbiol Biotechnol 

2011; 90(4): 1333-1345. 

18. Qin J, Wu N, Bao J, Shi X, Ou H, Ye S,  

et al. Heterogeneous Klebsiella pneumoniae 

co-infections complicate personalized 

bacteriophage therapy. Front Cell Infect 

Microbiol 2021; 10: 608402. 

19. Asadpour L, Nahavandinejhad M. Frequency 

of extended spectrum beta lactamase producing 

multidrug resistant Klebsiells pnemoniae in 

urinary tract infections in Rasht. J Ilam Univ 

Med Sci 2017; 25(2): 82-90. 

20. Sofy AR, El-Dougdoug NK, Refaey EE, 

Dawoud RA, Hmed AA. Characterization 

and full genome sequence of novel KPP-5 

lytic phage against Klebsiella pneumoniae 

responsible for recalcitrant infection. 

Biomedicines 2021; 4(9): 342. 

21. Eckstein S, Stender J, Mzoughi S, Vogele  

K, Kühn J, Friese D, et al. Isolation and 

characterization of lytic phage TUN1 specific 

for Klebsiella pneumoniae K64 clinical 

isolates from Tunisia. BMC Microbiol 2021; 

21(1): 186. 

22. Torabi LR, Naghavi NS, Doudi M, Monajemi 

R. Efficacious antibacterial potency of novel 

bacteriophages against ESBL-producing 

Klebsiella pneumoniae isolated from burn 

wound infections. Iran J Microbiol 2021; 

13(5): 678. 

23. Wang Z, Cai R, Wang G, Guo Z, Liu X, 

Guan Y, et al. Combination therapy of phage 

vB_KpnM_P-KP2 and gentamicin combats 

acute pneumonia caused by K47 serotype 

Klebsiella pneumoniae. Front Microbiol 

2021; 12: 674068. 

24. Abdallah K, Tharwat A, Gharieb R. High 

efficacy of a characterized lytic bacteriophagen 

combination with thyme essential oil against 

multidrug-resistant Staphylococcus aureus in 

chicken products. Iran J Vet Res 2021; 22(1): 

24-32. 

25. Sundaramoorthy NS, Thothathri S, Bhaskaran 

M, GaneshPrasad A, Nagarajan S. Phages 

from Ganges River curtail in vitro biofilms 

and planktonic growth of drug resistant 

Klebsiella pneumoniae in a zebrafish infection 

model. AMB Express 2021; 11(1): 27. 

26. Feng J, Gao L, Li L, Zhang Z, Wu C, Li L, 

Zhang Z, Wu C, Li F, et al. Characterization 

and genome analysis of novel Klebsiella 

phage BUCT556A with lytic activity  

against carbapenemase-producing Klebsiella 

pneumoniae. Virus Res 2021; 303: 198506. 

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jm

um
s.

m
az

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
2-

24
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            12 / 12

http://jmums.mazums.ac.ir/article-1-19411-en.html
http://www.tcpdf.org

