
 
 
 

  139 

Lytic Activity of Isolated Phage from Milk Against Extended-
Spectrum Beta-Lactamase Escherichia coli 

 
 

Golnar Rahimzadeh1,  
Mohammad Sadegh Rezai2,  

Elaheh Ahmadi3 

 
1 Assistant Professor, Pediatric Infectious Diseases Research Center, Communicable Diseases Institute, Mazandaran University of 

Medical Sciences, Sari, Iran 
2 Professor, Pediatric Infectious Diseases Research Center, Communicable Diseases Institute, Mazandaran University of Medical 

Sciences, Sari, Iran 
3 PhD Candidate in Food Science and Technology Advanced Food Systems Research Unit, College of Health and Biomedicine, 

Victoria University, Melbourne, Victoria, 3030 Australia 
 
 

(Received July 27, 2019 ; Accepted November 1, 2020) 
 

Abstract 
 

Background and purpose: Escherichia coli (E.coli) is the most common cause of urinary tract 

infection. The treatment strategy has been hampered by the emergence of broad-spectrum beta-lactamase-

producing E.coli and its resistance to most antibiotics. Bacteriophages are suggested as an alternative 

treatment option. This study aimed at evaluating the lytic activity of isolated phage from unpasteurized 

milk against Extended-Spectrum Beta-Lactamase (ESBLs) E.coli. 

Materials and methods: In this experimental study, E. coli was isolated from nine urinary tract 

infection samples and was confirmed as broad-spectrum beta-lactamase-producing by the Kirby-Bauer 

method. Bacteriophage was isolated from unpasteurized milk samples. Lytic activity of phage was 

determined by the spot test. Phage titer was calculated using the DLA assay. The phage latent period was 

detected and phenotype of the phage was determined by electron microscopy. 

Results: Lytic activity of phage against E.coli was confirmed by the formation of an inhibition 

zone. The phage titer was 15×1010 PFU/ml. The images of electron microscopy confirmed the phage 

cocktail belonged to Myoviridae and Podoviridae families. The latent period of bacteriophage was 20 min. 

Conclusion: Isolated bacteriophage from unpasteurized milk is effective on broad-spectrum 

beta-lactamase E. coli. 
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 گزارش کوتاه

 اشریشیاکلیبررسی فعالیت لیتیک فاژ جداسازي شده از شیر علیه 
 الطیف وسیع زبتالاکتاما مولد

  
        1گلنار رحیم زاده

        2محمدصادق رضائی
  3الهه احمدي

  چکیده
 اشریشــیاکلیباشد. استراتژي درمان بــا ظهــور ترین عامل عفونت دستگاه ادراري میشایع اشریشیاکلی و هدف: سابقه

عنــوان گزینــه هها با مشکل مواجه شده است. باکتریوفاژها بــبیوتیکالطیف و مقاومت آن به اکثر آنتیبتالاکتاماز وسیع مولد
 ریشــده از شــ يفــاژ جداســاز کیــتیل تیــفعال یبررسشوند. به همین منظور این مطالعه با هدف درمانی جایگزین پیشنهاد می

  ، انجام شد.الطیفکتاماز وسیعمولد بتالا یاکلیشیاشر هینشده عل زیپاستور
نمونه عفونی ادرار جداسازي شد.  9از اشریشیاکلی جهت آماده سازي باکتري،  در این مطالعه تجربی: هامواد و روش

 شــد. باکتریوفــاژ نیــز از  تاییــد (Kirby-Bauer) دیســک دیفیــوژنالطیــف بــا روش وسیعبتالاکتاماز  مولد اشریشیاکلیسپس 
 تاییــد شــد. تیتــر فــاژ بــا تکنیــک  Spot testبــا  اشرشیاکلیزه نشده جداسازي شد. فعالیت لیتیک فاژ علیه شیر پاستوری نمونه

DLA assay فاژ تعیین و فنوتیپ فاژ با میکروسکوپ الکترونی مشخص شد. محاسبه شد. زمان نهفتگی  
با تشکیل هاله عدم  In vitro در شرایط فالطیتولیدکننده بتالاکتاماز وسیع اشریشیاکلیفعالیت لیتیک فاژ علیه  ها:یافته

هــاي محاسبه شد. تصاویر میکروسکوپ الکترونی کوکتل فاژ متعلق بــه خــانواده PFU/ml1010 × 15رشد تایید شد. تیتر فاژ 
  دقیقه بود. 20را تایید نمود. دوره نهفتگی فاژ  میوویریده و پودوویریده

 مولــد یاشریشــیاکلوفــاژ جداســازي شــده از شــیر پاســتوریزه نشــده علیــه باکتریهاي این مطالعه براساس یافته استنتاج:
  موثر است. In vitro در شرایط الطیف وسیع بتالاکتاماز

  

  الطیف بتالاکتامازوسیع، اشریشیاکلیباکتریوفاژ،  واژه هاي کلیدي:
  

  مقدمه
 يهاعلت عفونت نیترعیشا يعفونت دستگاه ادرار

  . باشــدمــیدر انســان  جیــعفونــت را نیو دومــ یمارستانیب
بــه عفونــت  اشریشــیاکلینفر توســط  ونیلیم 150 ههر سال

ـــدست ــتلا يگاه ادرارـ ــ مب ــا شــوندیم گســترش ســریع . ب
هاي بیوتیکی در این باکتري درمان عفونتمقاومت آنتی

تــرین عمــده .ناشی از آن با شکســت مواجــه شــده اســت
ام، ـهــاي بتالاکتــکـبیوتیــدر برابر آنتــی اومتـمق روش

هاي تولیدکننــده باکتري .باشدبتالاکتاماز می تولید آنزیم
بــه هیــدرولیز بســیاري از  قــادر الطیــفبتالاکتامــاز وســیع

  ا،ـهنـیلیـسپنی ندـمان تامـالاکـهاي گروه بتکـبیوتیآنتی
  

  E-mail:rezai@mazums.ac.ir            پژوهشکده بیماري هاي واگیر مرکز تحقیقات عفونی اطفال،ساري: مرکز آموزشی درمانی بوعلی سینا،  - محمدصادق رضایی مولف مسئول:
  مرکز تحقیقات عفونی اطفال، پژوهشکده بیماري هاي واگیر، دانشگاه علوم پزشکی مازندران، ساري، ایران استادیار، .1
  ندران، ساري، ایرانمرکز تحقیقات عفونی اطفال، پژوهشکده بیماري هاي واگیر، دانشگاه علوم پزشکی مازاستاد، . 2
 استرالیا 3030دانشکده بهداشت و پزشکی، دانشگاه ویکتوریا، ملبورن، ویکتوریا،  ،علوم و صنایع غذایی واحد تحقیقات پیشرفته سیستم هاي غذایی. دانشجوي دکتراي 3
 : 11/8/1399صویب : تاریخ ت           6/5/1398تاریخ ارجاع جهت اصلاحات :            5/5/1398 تاریخ دریافت  
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  و همکاران زاده میرح گلنار     

 141      1399، دي  192دوره سی ام، شماره                                                                                   مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                       

 گزارش کوتاه

ــپورین ــام سفالوس ــارم و آزترئون ــوم و چه ــل س ــاي نس ه
م هــا در دابیوتیکاز آنتی رویهبی استفاده .)1-2(باشندمی

 هــايانتقــال ژن لایــلدیگر از د هاي دامی یکیو فرآرده
بــه انســانی  هــاي دامــیفرآوردهاز بیوتیکی آنتیمقاومت 

  .)3(باشدمی
امعــه جی کیوتیــبیتــآنمقاومــت  گسترش توجه به اب
 مناسب جهت گزینهکردن  جایگزینبه  مندعلاق یپزشک

 يبــراجدیــد  کردی. روباشدمی هاي باکتریاییدرمان عفونت
 . باکتریوفاژهااست هاوفاژیاستفاده از باکتر مشکل نیحل ا

طور اختصاصی سبب لیز ههاي طبیعی هستند که بویروس
 .نرمــال ندارنــدتاثیر مخرب بر فلور  شوند وها میباکتري

باشــد و مــیاز نظر اقتصادي مقرون به صــرفه  هاتولید آن
تاثیر فاژ علیه بیــوفیلم  Chibeu. )4-5(ندارند سمی نیزاثر 

عفونــت  ایجادکننــدهاشریشــیاکلی  تشکیل شــده توســط
از فاژهــاي  Sybesma .)6(ادراري را بررسی و تایید نمود

 استفاده اشریشیاکلیاز  عفونت ادراري ناشیتجاري علیه 
عنــوان هدر این مطالعه از شیر پاستوریزه نشــده بــ .)7(نمود

هــدف استفاده شد. فاژ علیه اشریشیاکلی منبع جداسازي 
از انجام این مطالعه جداسازي و بررســی فعالیــت لیتیــک 
فاژ جداسازي شــده از نمونــه شــیر پاســتوریز نشــده علیــه 

ــیاکلی ــاز اشریش ــده بتالاکتام ــیع تولیدکنن ــفوس  در الطی
  باشد.می In vitro شرایط

  

  هامواد و روش
  آماده سازي باکتري

ادرار افراد نمونه  9از  اشریشیاکلی تجربیدر این مطالعه 
 جداسازي شد. این بــاکتري توســط ادراريمبتلا به عفونت 

ــاي افتراقــیتســت ــد شــد.  ه ــی تایی ــد میکروب جهــت تایی
ــیاکلی ــد اشریش ــیع مول ــاز وس ــف بتالاکتام از روش  الطی

 هــايبا استفاده از دیســک (Kirby-Bauer)دیفیوژن  دیسک
ــی )، μg 30(، آمیکاســین )μg 5(سفیکســیم بیوتیــک: آنت

 ،)μg10(ســیلین، آمپی)μg30(سفتریاکسون، )μg10(جنتامیسین
 کــلاوو کوآموکسی )μg30(سفوتاکسیم، )μg30(سفتازیدیم

)μg 30( (Rosco, United States) استفاده شد)8(.  

  از شیر پاستوریزه نشدهفاژ جداسازي باکتریو
ـــــی 100 ـــــراث میل ـــــوترین ب ـــــیط ن ـــــر مح   لیت

)QUELAB, United States ( بــه هــم حجــم شــیر
 در انکوبــاتور شیکر پاستوریزه نشده اضافه شد. سپس در

انکوبــه شــد. پــس از یــک  ســانتی گــراد درجه 37 دماي
دقیقــه  10مــدت ه بــ g 10000×شبانه روز مخلوط با دور 

  .)9(نت جداسازي شدسانتریفوژ و سوپرنت
  

باکتریوفــاژ علیــه  و دامنــه میزبــانی تعیین فعالیــت لیتیــک
  Spot testاشریشیاکلی با روش 

 اشریشــیاکلیجهت بررسی فعالیت لیتیک فاژ علیــه 
ـــد. Spot testروش از  ـــتفاده ش ـــر از 100 اس   میکرولیت

فاژ به تاپ آگار اضافه شد. ســپس تــاپ آگــار بــه پلیــت 
(Bottom agar) ــد ــافه ش ــر از  50. اض ــدد  9میکرولیت ع

طــور ه هــاي ادرار بــجداسازي شده از نمونه اشریشیاکلی
 جداگانه به تاپ آگار اضافه شد. سپس پلیــت در انکوبــاتور

انکوبه شــد. تشــکیل هالــه  گرادسانتی درجه 37 دماي در
  .)9(عدم رشد، بررسی گردید

  
  محاســـبه تیتـــر باکتریوفـــاژ جداســـازي شـــده بـــا روش 

)(DLA assay Double layer Agar   
اســتفاده  DLA assayبراي محاسبه تیتر فاژ از روش

لولــه اســتریل  10شد. بدین منظور سریال رقت از فــاژ در 
 1:1تهیــه شــد. از هــر رقــت تهیــه شــده از فــاژ بــه نســبت 

مــک فارلنــد  5/0بــا غلظــت معــادل  باکتري سوسپانسیون
اضافه شد. تــاپ  تاپ آگار مخلوط هر لوله به .شد اضافه
درجــه  37 دمــاي هــا دراضــافه شــد. پلیــت به پلیت آگار

  .)9(شدند انکوبه ساعت 24 گراد بمدتسانتی
  

  جداســـازي شـــده  باکتریوفـــاژمنحنـــی رشـــد و تکثیـــر 
)(The Single-Step Growth Curve  

طبق روش بالا سریال رقت از فاژ در چهــار ســري و 
لوله استریل تهیه شد. به هر رقــت تهیــه  4هر سري شامل 

بــا غلظــت  بــاکتري سوسپانسیون 1:1ده از فاژ به نسبت ش
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  1399، دي  192ره سی ام، شماره مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                                           دو        142

 80در مــدت زمــان  .شــد مــک فارلنــد اضــافه5/0معــادل 
هــا از انکوبــاتور دقیقه نمونــه 20دقیقه با فاصله زمانی هر 

ــا اســتفاده از روش  ، دوره DLA assayخــارج شــدند. ب
  .)9(نهفتگی فاژ محاسبه شد

  
  شده باکتریوفاژ جداسازي فنوتیپی ویژگی توصیف

دقیقه ســانتریفوژ شــد.  60مدت ه ب g25000×فاژ با دور 
 (carbon-coated copper grids)رسوب فاژ بر روي گریــد 

رنــگ  pH) 4-5/4( ریختــه شــد و بــا یورانیــل اســتات بــا
ــد ــام ش ــزي انج ــدل  .آمی ــی م ــکوپ الکترون از میکروس

Microscope Philips 300 CM Electron ــاژ ــا ولت    ب
kV 150 9(استفاده شد(.  

  

  و بحث یافته ها
  الطیف وسیع مبتالاکتاماز مولد اشریشیاکلیتوصیف 

جداســازي شــده از نمونــه  اشریشــیاکلینمونــه   9از 
 نمونــه بــا مقاومــت بــه 7ادرار افراد مبتلا به عفونــت ادراري، 

 کــلاوکوآموکسی سفتازیدیم، سفتریاکسون، سفوتاکسیم و
 الطیــفوســیع مبتالاکتامــاز مولــدهــاي بــاکتريعنوان ه ب

نمونــه دیگــر بــه نالیدیکســیک اســید،  2شناسایی شــدند. 
 پیپراسیلین، سفتریاکسون، آمپیسیلین، تتراسیکلین ،سفیکسیم

ــه  ــاوم و ب ــیم مق ــون و سفوتاکس ــفتازیدیم، سفتریاکس س
  بودند.حساس 
  

  توصیف باکتریوفاژ
در این مطالعه فاژ از شیر پاستوریزه نشده جداسازي 

ــه عــدم رشــ ــا تشــکیل هال ، Spot testد در روش شــد. ب
بتالاکتامــاز  مولــد اشریشــیاکلیفعالیت لیتیــک فــاژ علیــه 

تایید گردید  نیز بتالاکتامازفاقد  هايو سویه الطیفوسیع
   ).1شماره  تصویر(

ــا روش  ــاژ جداســازي شــده ب ــر ف ، DLA assayتیت
PFU/ml 1010 × 15 .براساس منحنی رشد و  محاسبه شد

 تصویر( دقیقه محاسبه شد 20تکثیر فاژ دوره نهفتگی آن 
   .)2شماره 

  
  

با تشکیل  اشریشیاکلیتایید فعالیت لیتیک فاژ علیه  :1تصویر شماره 
   Spot testهاله عدم رشد با استفاده از روش 

  

  
  

منحنی رشد و تکثیر فاژ لیتیک جداســازي شــده از  :2تصویر شماره 
  اشریشیاکلینمونه شیر خام پاستوریزه نشده علیه 

 

*Note: Sample 1: Phage concentration 1:10  
             Sample 2: Phage concentration 1:100  
             Sample 3: Phage concentration 1:1000  
             Sample 4: Phage concentration 1:10000 

  
 تصاویر حاصل از میکروسکوپ الکترونــی جداســازي

  ســر  . فاژهــاي گــروه اول بــاکوکتــل فــاژ را تاییــد نمــود
دم بلنــد غیــر منقــبض  و )nm180چند وجهــی بــه طــول (

میوویریــده ، متعلــق بــه خــانواده )nm165(شونده به طول 
 فاژهــاي گــروه دوم بــا ) بودنــد.کــادو ویــرال هــا(راســته 

، متعلــق بــه خــانواده )nm45(ســاختار هندســی بــه طــول 
ــده ــته  پودوویری ــرال(راس ــادو وی ــاک    تصــویر( ) بودنــده

فــاژ  ،2018و همکاران در سال  Peng در مطالعه). 3شماره 
vB_EcoS_HSE2  از نمونــه  ســیفوویریدهمتعلق به خانواده

دقیقــه  30شــد و دوره نهفتگــی فــاژ  فاضــلاب جداســازي
ــد ــر دوره گــزارش ش ــه حاض ــا مطالع ــه ب ــه در مقایس ، ک

  باشد.تر مینهفتگی طولانی
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 گزارش کوتاه

  
  

فــاژ متعلــق بــه  (A) :تصویر میکروسکوپ الکترونی :3اره تصویر شم
رنگ آمیزي با اورانیل پودویریده،خانواده  )B، (میوویریدهخانواده 
  Kv  ،15 nm Scale bar 150ولتاژ  (pH=4-4.5) درصد 2استات 

  
تاثیر لیتیک فاژ علیــه ها در مطالعه خود همچنین آن

 را الطیــفبتالاکتامــاز وســیعمولــد  شریشیاکلیاسویه  11
ــد کــه ــاژ  بررســی کردن ــک ف ــت لیت ــه فعالی ــویه  6علی س

  .)10(تایید شدشریشیاکلی ا
 T4، T6و همکاران، فاژهاي  Nishikawa در مطالعه

ــه KEP10و  از فاضــلاب جداســازي اشریشــیاکلی  علی
دامنــه  میوویریــدهمتعلــق بــه خــانواده  T4 ،T6. فــاژ شدند

  ).11(میزبانی محدودي داشتند
 ،AL505_P1 فاژهــاي همکــاران، و Galtieدر مطالعــه 

AL505_P2  وAL505_P3  از فاضـــــلاب جداســـــازي
پودوویریده،  هايفاژها به ترتیب متعلق به خانواده. شدند

لیتیــک فاژهــا فعالیــت میوویریــده و ســیفوویریده بودنــد. 
 اشریشــیاکلی صورت کوکتل بیوفیلم تشکیل شده توســطهب

ســویه  اشریشــیاکلیرا کــاهش داد. امــا علیــه  AL505سویه 
  .)12(تري نشان دادفعالیت لیتیک کم 55989

ـــه  ـــاران در ســـال  Skaradzinskaدر مطالع و همک
ز مــدفوع، خــوراك ا BF15 و BF17، کوکتل فاژ 2017

ــک  ــت لیتی ــد. فعالی ــازي کردن ــوك را جداس ــتر خ و بس
بتالاکتامازهــاي مولــد  اشریشــیاکلیکوکتل فــاژ را علیــه 

هــاي درصد بــاکتري 7/82گزارش کردند.  الطیف وسیع
به فــاژ  درصد 3/17جداسازي شده به فاژ حساس بودند و

  .)13(مقاوم بودند
Gundogdu  تاثیر لیتیک 2016و همکاران در سال ،

 Ses و Pyophage ،Intestiphage ،Enkoفاژهاي تجاري 
از  کــه الطیف بتالاکتاماز وسیعمولد  اشریشیاکلی را علیه

بزرگسالان و کودکان جداسازي شــده بودنــد، گــزارش 
هاي افراد مبتلا به عفونت ادراري از نظــر کردند. از نمونه

بــه  Intestiphage و Pyophage Enkoحساسیت بــه فــاژ
  .)14(حساس بودند اشریشیاکلیسویه  116، 124ترتیب 

 در این مطالعه تاثیر لیتیــک فــاژ جداســازي شــده از
بتالاکتامــاز مولــد  اشریشــیاکلیشیر پاستوریزه نشده علیه 

 هاي ادراري افــراد مبــتلا بــهنهایزوله شده از نمو الطیفوسیع
 جداسازيفاژ تایید شد.  In vitroشرایط عفونت ادراري در 

 اشریشیاکلیشده از شیر با فعالیت لیتیک اختصاصی علیه 
کننده یکی از  تواند تاییددر انسان می عفونت ادراريمولد 

بیــوتیکی بــه انســان از طریــق هاي انتقال مقاومت آنتیراه
  باشد.و محصولات غذایی نیز  هاي دامیفراورده

  

  سپاسگزاري
ــــــــا کــــــــد اخــــــــلاق  ــــــــن مطالعــــــــه ب ای

IR.MAZUMS..REC.1397.2704  انجـــــام شـــــد. از
آزمایشــگاه تحقیقــاتی مرکــز عفــونی اطفــال بیمارســتان 
بوعلی سینا ساري که این امکــان را فــراهم کردنــد تــا از 
تجهیزات و امکانات مورد نیــاز جهــت انجــام ایــن طــرح 

  شود.قدردانی میمند شویم، بهره
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