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 ABSTRACT 
 

Background and Aim: This study aimed to isolate phages able to lyse some strains of multiple drug-resistant (MDR)-Klebsiella 
pneumoniae (named vB_Kp1 and vB_Kp2) and Enterobacter aerogenes (named vB_Ea1) from swage. 
Materials and Methods: Different K. pneumoniae and E. aerogenes strains were isolated from clinical specimens during 
January-September 2018 in three hospitals of Amol, Mazandaran, Iran. Kirby-Bauer disc diffusion method was used to 
determine the resistance profiles of these isolates using different antibiotics. The MDR strains were selected for investigating 
the effect of isolated phages from wastewater and hospital sewage. The presence of phage was confirmed by plaque 
formation. The isolated bacteriophages were enriched, concentrated, and stained. Afterwards, a transmitting electron 
microscope (TEM) was applied to observe the morphology of the bacteriophages. Phage identification tests, including host 
range and one-step growth, were performed. 
Results: The TEM analysis revealed that three phages had an icosahedral capsid and long contractile tail being classified as 
a member of the Myoviridae family. Phages were able to lyse 14 (56%) of the 25 MDR isolated bacterial strains. The one-
step growth curve showed large bursts and short latent times.  
Conclusion: The formation of clear plaques demonstrates the high lyse power of phages. Therefore, they have good potential 
for further analysis for clinical use as a therapeutic agent in the future. 
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Introduction
One of the most significant problems in global 

health in the last decade has been the increasing 
prevalence of antibiotic-resistant infections, including 
gram-positive and gram-negative bacteria, specifically 
the "ESKAPE" bacteria (i.e., Enterococcus faecium, 

Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, 
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, 
and Enterobacter spp.) (1, 2). Excessive usage of 
antibacterial drugs might result in elevated 
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multipledrug resistance (MDR) infections and changes 
in the bacterial population in patients (3).  

Gram-negative bacteria, such as E. aerogenes and K. 
pneumonia are resistant to cephalosporin, penicillin, 
and carbapenem family leading to MDR infection 
formation. E. aerogenes and K. pneumoniae can 
express carbapenemase (KPC), extended-spectrum 
beta-lactamase (ESBL), and metal beta-lactamase that 
have not been defined as a class of antibiotics capable 
of controlling the infection (4-7).  

Gram-negative MDR contamination in individuals 
with poor immune systems, such as infants, elderlies, 
immunosuppressed cases, and cancer patients, is a 
real danger that results in extreme neutropenia 
symptoms and even death in some cases (3, 8). The 
rising prevalence of MDR infections, treatment 
difficulties, and extended therapy has led to the 
production of high-efficiency new antibacterial 
medications with lower side effects and low cost for 
the management of MDR infections.  

An alternative that has gained a lot of interest in the 
last two decades is bacterial viruses or bacteriophages 
discovered almost a century ago (9, 10). One type is 
lytic phages that enter into bacterial cells and change 
bacterial metabolism causing bacteriolysis and 
destruction (9, 11). Since the early 20th century, phage 
therapy has been used as an agent for the treatment 
of infections caused by both gram-positive and gram-
negative bacteria (9-11).  

Considering the benefit of phage therapy, several 
European countries and the United States have 
started to discover new bacteriophages for the 
antibacterial management of drug-resistant infections 
and seriously infected patients (12-14). Some 
preferences of phage therapy entail efficacy in 
treating MDR infections, not destroying the natural 
microbial flora of the patient, lower costs of phage 
therapy relative to broad-spectrum antibiotics, fewer 
side effects, stability in unfavorable temperature and 
drought conditions, specificity for the target bacteria, 
lacking toxin genes, and easy isolation from diverse 
environmental samples, such as sewage, sea, and dirt 
(15-18).  

The objective of the present study was to screen and 
isolate lytic bacteriophages from sewage, which can 
be useful for the antibiotic-resistant strains of K. 
pneumoniae and E. aerogenes isolated from clinical 
specimens. 

Materials and Methods 
Bacterial Strains  

K. pneumoniae and E. aerogenes were isolated from 
the clinical specimens of three hospitals and medical 
centers in Amol, Mazandaran, Iran during January-

September 2018. Isolated bacteria were analyzed 
using biochemical tests according to the American 
Society for Microbiology standard methods to confirm 
the bacterial strain. Moreover, P. aeruginosa ATCC 
1074, S. aureus ATCC 6538, E. coli ATCC 35218, 
Salmonella typhi PTCC 1639, E. aerogenes PTCC 1221, 
and K. pneumoniae PTCC 1290 were obtained from 
the microbial collection of Pasteur Institute of Iran and 
were used as the standard strains.  

Antimicrobial Susceptibility Testing 

Antibiotic susceptibility patterns were assessed by 
the Kirby-Bauer disk diffusion method on Mueller-
Hinton agar. The susceptibility of bacteria was 
classified based on the Clinical and Laboratory 
Standards Institute guidelines (19). Twelve different 
kinds of antibiotics were utilized, including amikacin 
(30 µg), cefotaxime (30 µg), ciprofloxacin (5 µg), 
chloramphenicol (30 µg), gentamycin (10 µg), 
cefalotin (10 µg), imipenem (10 µg), nitrofurantoin 
(300 µg), cotrimoxazole (5 µg), tetracycline (30 µg), 
norfloxacin (10 µg), and nalidixic acid (30 µg) (Merck, 
Germany).  

The strains resistant to at least three classes of 
antimicrobial agents were considered as MDR bacteria 
(19). Finally, 15 MDR-K. pneumoniae and 10 MDR-E. 
aerogenes were obtained from clinical isolates (Table 
1). Approximately 2-3 colonies were suspended with 
100 ml sterile physiological serum and were incubated 
at 37°C to adjust the bacterial density equal to that of 
0.5 McFarland turbidity reference.  

Phage Isolation and Propagation 

Hospital, industrial, and urban wastewater samples 
were collected from a different place in Mazandaran, 
north of Iran during January-September 2018 (Table 
2). Samples were collected in a sterile falcon and then 
centrifuged at 5000 g for 10 min (RS/20IV, 
TPMYSELKO, Japan) to remove large particulates. The 
supernatant was filtered using 0.22 µm syringe filters 
(Startech, Taiwan) and stored at 4°C. To enrich the 
bacteriophage (21), we added 10 ml of each sample 
supernatant into 100 ml exponential growth cultures 
(in early log phase, OD of 0.4-0.6) supplemented with 
0.1 M calcium chloride (Merck, Germany). The 
cultures were incubated in a shaker incubator (JAL 
company, Iran) at 37°C and 40 rpm for 48 h. Next, the 
samples were centrifuged at 5000 rpm for 15 min and 
the supernatant was filtered through a 0.22 μM 
syringe filter (22).  
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Table 1. MDR-K. pneumonia and MDR-E. aerogenes obtained from clinical isolates 

Microorganism Source Sample origin Number of samples Abbreviation 

K. pneumoniae Imam Reza Hospital 

Urine 
Urine 
Blood 
Urine 
Urine 
Chip 
Urine 
Blood 
Urine 

Wounds 

10 

Kr1 
Kr2 
Kr3 
Kr4 
Kr5 
Kr6 
Kr7 
Kr8 
Kr9 

Kr10 

K. pneumoniae Imam Ali Hospital 

Urine 
Wounds 

Blood 
Urine 

Wounds 

5 

Ka1 
Ka2 
Ka3 
Ka4 
Ka5 

E. aerogenes Imam Reza Hospital 

Urine 
Urine 

Wounds 
Urine 
Chip 

5 

Er1 
Er2 
Er3 
Er4 
Er5 

E. aerogenes Imam Mosabn Jafar 
Hospital 

Urine 
Urine 

Wounds 
Urine 
Blood 

5 

Em1 
Em2 
Em3 
Em4 
Em5 

 

Table 2. Place of collection of wastewater samples 

Sample number Sampling location 

1 Sewage outlet of Amirkola Children's Hospital 

2 Sepidan poultry slaughterhouse wastewater outlet 

3 Oil Company effluent (Mahmoud Abad) 

4 Sewage of Cheshmeh Saran fish breeding pool 

5 Sewage of North Pardis Recreation Complex 

6 Wastewater outlet of Ghaem Hospital (Kelardasht) 

7 North Hospital (Amol) 

8 Imam Hossein Hospital (Neka) 

9 Omidi Hospital (Behshahr) 

10 Imam Hospital (Behshahr) 

11 Babol Poultry Slaughterhouse 

 

 

Double-Layer Agar Technique (Plaque Assay) 

We used the double-layer agar (DLA) method to 
examine the antibacterial ability of the isolated 
phages. To this end, 200 μL of bacterial culture early 
log phase (OD=0.2-0.4) and 200 μL of filtrates 
supernatant were mixed and incubated for 15 min at 
37°C for proper absorption. The medium was mixed 
with 3 ml of LB soft agar containing 0.7% half agar 
(Merck, Germany) and was poured onto the bottom 
agar followed by swirling to produce a uniform top 
layer. The plates were incubated overnight at 37°C. 

The lysis zones or plaque formation after incubation 
suggested the presence of lytic phages (23).  

Phage Purification 

Each plaque formed on the plate surface contains 
approximately 105-106 phages. The established plaque 
was solved in 1.5 mL of LB solution. Afterwards, 200 
μL of chloroform was added to eliminate bacterial 
contaminations according to the method mentioned 
in the phage isolation section. For better purification, 
plaque assay was performed in triplicate. The titers of 
each phage, isolated against MDR-bacteria from 
clinical samples, were represented in plaque-forming 
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units (PFU) per mL (PFU/mL) as described by Carlson 
and Miller (24).  

Determination of Host Range 

Spot assay was applied for determining the host 
range of purified bacteriophage (25). Different 
bacteria isolated from clinical specimens and indicator 
bacteria strains were grown in LB broth until the early 
log phase (OD=0.4). Next, 300 μL of bacteria were 
mixed with 0.5% LB agar infused onto the underneath 
1% LB agar to solidify. Afterwards, 10 μL of several 
dilutions of purified phage (107, 105, 103, and 101 
PFU/mL) was dropped on the LB agar. The plates were 
incubated overnight at 37°C. The lysis zones or plaque 
formation were analyzed after incubation. 

Phage Adsorption Assays 

Diverse bacteria isolated from clinical samples were 
cultured overnight in LB at 37°C. Approximately 107 
PFU/mL of isolated and purified phage in 500 μL was 
mixed with 500 μL of bacterial samples, about 108 
CFU/mL. The suspension was incubated at 37°C and 
the medium was centrifuged at 8000 × g for 3 min 
after 0, 2, 4, 6, 8, 10, and 12 min. The phage titer that 
remained in the supernatant was examined by the 
DLA method. The isolated bacteria cultured in LB was 
exclusively utilized as a non-absorbing control.  

Determine the Optimal Multiplicity of Infection  

To determine the optimal multiplicity of infection 
(MOI) required for attaining maximum adsorption 

without affecting bacterial viability (26), 104 bacteria 
(in early log phase, OD=0.3) were cultured in a 96 well 
plate and mixed with several dilutions of phage (107, 
106, 105, 104, 103, and 102 PFU/mL). MOIs were 
assessed at 2 hr, 4 hr and 8 hr after infection. The 
experiments were performed in triplicate. The wells 
containing exclusively bacteria or phage were 
considered as controls. The turbidity of each well was 
measured with a microplate enzyme-linked 
immunosorbent assay reader (ELX800, BioTek 
Instruments, USA) at 630 nm (OD=630). The best 
results were adopted for our phage further analysis. 

One-step Growth Curve Analysis 

Host bacteria were cultured in 10 ml LB broth until 
reaching the early log phase (OD=0.3). Afterwards, the 
cultured bacteria were centrifuged at 5000 × g for 10 
min, the supernatant was discarded, and the pellet 
was resuspended (contain bacteria) in 1 mL LB broth. 
The phage suspension was mixed with bacteria culture 
medium according to MOI (Table 3) and the 
suspension was incubated at room temperature for 10 
min for phage adsorption.  

Following incubation, the non-adsorbed phage was 
deleted by centrifugation at 11000 × g for 30 sec and 
the pellet containing adsorbed phage was suspended 
in 10 ml of LB broth. The phage titer in the culture was 
determined every 10 min. The phage was purified 
using chloroform according to the method described 
in the phage isolation section (27). 

 
Table3. General characteristics of 3 bacteriophages isolated from wastewater samples 

vB-Ea1** vB-Kp2 vB-Kp1* Characteristics 

E. aerogenes K. pneumoniae K. pneumoniae Host bacteria 

3×1012 3×1011 15×1010 PFU/ml 

Clear Clear Clear Plaque appearance 

103 101 103 MOI 

10 10 20 Latent period (min) 

333 833 500 Burst size 

Myoviridae Myoviridae Myoviridae Family 

70 45 40 Head diameter (nm) 

110 80 70 Tail length (nm) 

Sewage outlet of Amirkola 
Children's Hospital 

Sepidan poultry 
slaughterhouse wastewater 

outlet 

Sewage outlet of Amirkola 
Children's Hospital Sampling location 

 

Phage Morphology Observation by Electron 
Microscopic  

For transmission electron microscopy (TEM) 
observation, the sample was prepared based on 
Brenner and Horne protocol (27). Briefly, the purified 
phage suspension (109 PFU/mL) was centrifuged at 
15000 × g for 150 min and the supernatant was 
discarded. The pellet was washed with distilled water 

two times. The bacteriophage was deposited on a 
cuprum grid with carbon-coated formvar film and was 
stained with 2% potassium phosphotungstate (pH: 
7.2) or 1% uranyl acetate (pH: 4.5). Following air 
drying, the sample was observed by TEM (ZEISS EM 
900, Germany) at an acceleration voltage of 50 kV. 
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SDS-PAGE Analysis of Phage Structural Proteins 

The purified phage suspension (109 PFU/mL) was 
centrifuged at 8000 × g for 60 min at 4°C (Centrifuge 
5424 R, Eppendorf, Germany) and the supernatant 
was discarded. The phage pellet was suspended in 1 
mL of loading buffer containing 2.5% β-
mercaptoethanol, 2% SDS, 10% glycerol, and 0.0025% 
bromophenol blue in 6.25 mm Tris-HCL (pH: 6.8).  

The suspension was heated at 100°C for 10 min to 
denature the phage proteins. Next, 14 µL of denatured 
sample and 2 µL of protein molecular weight marker 
(Thermo Fisher, Germany) were loaded in 12% 
polyacrylamide gel (PAGE) and were electrophoresed in 
100-120 MV for 5 hr. Finally, after separation, 
dimension gels were stained with silver nitrate (28, 29). 

Results 
Plaques Formed by Isolated and Cultivated Phages 

Clinical isolates of MDR-K. pneumoniae and MDR-E. 
aerogenes were coded (Table 1) and used as host 

strains for isolating phages from the hospital, 
industrial, and urban wastewater of north of Iran. 
Three bacteriophages were isolated from the 
wastewater samples and a host bacterial strain for 
each bacteriophage was selected using the DLA 
technique. The bacteriophage produced clear plaques 
on the culture of the host bacterial strain (Figure 1).  

Two lytic bacteriophages active against K. 
pneumoniae were isolated using the abovementioned 
strategy and were named as vB_Kp1, vB_Kp2. In 
addition, one lytic bacteriophage active against E. 
aerogenes was named as vB_Ea1 (Table 2). 
Afterwards, the clearest plaque of the three lytic 
bacteriophages was isolated, purified, and amplified. 
The titers of each phage lysate reached 109 PFU/mL or 
higher (Table 3). 

 

 

 

 
Figure 1. Primary plaques of three isolated phages  

 

Susceptibility of Isolated Strains to the Three 
Purified Phages 

The host range of the isolated phages (vB_Kp1, 
vB_Kp2, and vB_Ea1) was tested against 15 MDR-K. 
pneumoniae and 10 MDR-E. aerogenes clinically 
isolated strains and standard strains, including P. 
aeruginosa ATCC 1074, S. aureus ATCC 6538, E. coli 
ATCC 35218, S. typhi PTCC 1639, E. aerogenes PTCC 
1221, and K. pneumoniae PTCC 1290. The spot assay 
method was employed to characterize host specificity 
in three different phages. Their infectivity was 
categorized based on plaque formation and in case the 
plaques were formed the strain was selected as a host 
of phage (Table 4).  

As shown in Table 4, phages vB_Kp1 and vB_Kp2 
lysed 5 (33.3%) and 7 (46.6%) samples out of 15 
clinically isolated K. pneumoniae cases, respectively. 
Furthermore, vB_Ea1 was able to lyse 6 of 10 (60%) 
clinical E. aerogenes samples. The phages could not 
infect 11 isolated MDR-strains, including Kr1, Kr2, Kr5, 
Kr8, Kr9, Ka1, Ka4, Em2, Em5, Er2, and Er4. The other 
isolated MDR-strains were sensitive to at least one of 
the isolated phages. The antibiotic resistance analysis 
of the susceptible strains revealed that all the strains 
were resistant to more than three of the tested 
antibiotics. 
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Table 4. Susceptibilities of clinically isolated strains to infection with bacteriophages isolated from wastewater samples 

vB-Ea1 vB-Kp2 vB-Kp1 Strain 

- - - Kr1 

- - - Kr2 

- + + Kr3 

- + - Kr4 

- - - Kr5 

- + + Kr6 

- + - Kr7 

- - - Kr8 

- - - Kr9 

- + + Kr10 

- - - Ka1 

- + + Ka2 

- + - Ka3 

- - - Ka4 

- - + Ka5 

+ - - Em1 

- - - Em2 

+ - - Em3 

+ - - Em4 

- - - Em5 

+ - - Er1 

- - - Er2 

+ - - Er3 

- - - Er4 

+ - - Er5 

+ - - E. aerogenes PTCC1221 

- + - K. pneumoniae PTCC 1290 

- - - P. aeruginosa ATCC 1074 

- - - S. aureus ATCC 6538 

- + + E. coli ATCC 35218 

- - - S. typhi PTCC 1639 
+: Sensitivity of the isolated clinical strain to infection with isolated bacteriophages 
_: Insensitivity of the isolated clinical strain to infection with isolated bacteriophages 
 

Morphology of Lytic Bacteriophages 

The morphology of isolated and purified phages was 
analyzed using TEM (Figure 2). Phages had long tails of 
approximately 70, 80, and 110 nm in a non-
compressed state. In various images prepared for each 
phage, the contracted and compressed tails could be 
observed. Moreover, phages vB_Kp1, vB_Kp2, and 
vB_Ea1 had icosahedral capsids measuring 
approximately 40, 45, and 70 nm, respectively. The 
morphological characteristics of isolated phages as 
long contracted tail and icosahedral capsid are similar 
to those of the Mayoviridae family (Table 3). 

Figure 2. TEM images of isolated phages (vB_Kp1, 
vB_Kp2, and vB_Ea1); scale bars for each picture have 
been mentioned. 

Optimal Multiplicity of Infection  

Cultures of 104 CFU/ml host bacteria in the early log 
phase (OD=0.3) were infected with different amounts 
of designed phages and were evaluated to determine 
the phage titers after 2, 4, and 8 h of incubation. The 
optimal MOI was selected for subsequent 
experiments. The optimal MOIs of vB_Kp1, vB_Kp2, 
and vB_Ea1 were 103, 101, and 103, respectively (Table 
3). 
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Figure 2. TEM images of isolated phages (vB_Kp1, vB_Kp2 and vB_Ea1). Scale bars for each picture have been mentioned. 

 

Latent Time and Isolated Phages Burst Size 

The one-step growth curve was represented to 
determine the latent time and burst size of each 
isolated and purified phage (Figure 3). Supported by 
the curves, the latent times of vB_Kp1, vB_Kp2, and 

vB_Ea1, were found to be about 20, 10, and 10 min, 
respectively. In addition, the burst sizes were 500, 
833, and 333 PFU/infected cells, respectively (Table 3). 

Figure 3. One-step growth curve of isolated 
bacteriophages vB_Kp1, vB_Kp2, and vB_Ea1. 

 

 

Figure 3. One-step growth curve of isolated bacteriophages vB_Kp1, vB_Kp2, and vB_Ea1. 
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SDS-PAGE Patterns of Structural Proteins of 
Isolated Phages 

Three isolated phages, namely vB_Kp1, vB_Kp2, and 
vB_Ea1 were analyzed in terms of their structural 
protein composition by SDS-PAGE. Many protein 
bands were observed in a silver-stained SDS 
polyacrylamide gel. All the three phages assigned to 
the Miroviridae family presented a different protein 
pattern in SDS polyacrylamide gel. Nevertheless, 
protein bands were observed with a size range of 18-
70 kDa (Figure 4). Several bands were observed to be 
very strong and some were weak in SDS 
polyacrylamide gel.  

Figure 4. SDS-PAGE patterns of structural proteins of 
the isolated bacteriophages vB_Kp1, vB_Kp2, and 
vB_Ea1 

 
Figure 4. SDS-PAGE patterns of structural proteins of isolated 

bacteriophages vB_Kp1, vB_Kp2, and vB_Ea1. 

 

Discussion 
The rising incidence of gram-negative antibiotic-

resistant bacterial infections, such as E. aerogenes and 
K. pneumoniae is one of the most remarkable 
problems in public health elevating the associated 
mortality rate and financial and psychological burden 
on patients and the healthcare system (30-34). K. 
pneumoniae and E. aerogenes have been identified as 
potently pathogenic organisms in various infections, 
which show an extraordinary ability to express ESBL, 

KPC, and Metallo beta-lactamase making problems for 
successful treatment (4-7).  

Therefore, for the treatment of MDR infections, 
efficient and affordable therapeutic approaches with 
fewer side effects are required. Lytic phages are 
similar to antibiotics in terms of significant 
antibacterial activity. However, therapeutic phages, at 
least in theory, have advantages over antibiotics. 
Phages have been reported to be much more effective 
and efficient than antibiotics in treating antibiotic-
resistant infections in humans and laboratory animals.  

In addition to being used to kill bacteria, phages 
have certain hosting properties that can be used to 
detect and type bacterial infections. Moreover, these 
products can provide an influential basis for phage 
therapy that requires rapid detection of bacterial 
targets and their sensitivity to specific phages.  

Phage therapy is one of the significant, inexpensive, 
and specific methods that has attracted increasing 
attention for the treatment of MDR bacterial 
infections today (35, 36). However, new isolated MDR 
bacterial strains may be resistant to these phages. 
Bacteria can resist phage attack through diverse 
mechanisms, such as spontaneous mutations, 
restriction-modification systems, and adaptive 
immunity via the CRISPR-Cas system. Consequently, 
the identification of new phages and the creation of 
bacteriophage cocktails can be useful for improving 
therapeutic phages (37- 39). 

Up to now, many bacteriophages have been 
characterized as an antibacterial agent for K. 
pneumoniae (40, 41) and E. aerogenes (42, 43). In the 
present study, first, MDR-K. pneumoniae and MDR-E. 
aerogenes were isolated from clinical specimens and 
used as the main host to screen for bacteriophages 
extracted from hospital wastewater. Two phages, 
namely vB_Kp1 and vB_Kp2 against MDR-K. 
pneumoniae and vB_Ea1 phage against MDR-E. 
aerogenes were isolated from hospital effluent.  

Clear plaques are characteristic of lytic phages and 
all three isolated phages formed clear plaques 
showing their lysing potential. Electron microscopy 
showed that all the three phages isolated from the 
Myoviridae family are tail phages (44). The burst sizes 
of vB_Kp1, vB_Kp2, and vB_Ea1 are about 500, 833, 
and 333 PFU/infected cells, and the latent times are 
about 20, 10, and 10 min, respectively.  

All three isolated bacteriophages showed several 
characteristics suitable for phage use, including 
forming clear plaques and having a short latent time 
and large burst size indicated by a one-step growth 
curve. Moreover, the SDS-PAGE patterns of structural 
proteins showed that all three isolated phages were 
similar to the protein patterns of other members of 
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the Myoviridae family, such as PhaxI (45), ϕTMA (46), 
AP22 (25), and LP65 (47). 

Karumidze et al. isolated bacteriophages VB-KLP-5 
and VB-KLOX-2 from Georgia River wastewater. 
Clinical samples of K. pneumoniae and K. oxytoca were 
used to isolate and amplify phages. Both phages had 
large burst sizes and were stable under different 
adverse conditions. The phages reported in the 
current study are double-stranded DNA bacterial 
viruses belonging to families Podoviridae and 
Siphoviridae. The phages were able to lyse about 63% 
of the Klebsiella strains, including a set of 123 clinical 
isolates from Georgia and the United Kingdom. The 
properties of these phages indicated their potential to 
be applied in phage therapy cocktails (40).  

In 2019, Zhao et al. identified a specific lytic 
bacteriophage for E. aerogenes isolates called 
vB_EaeM_φEap-3. Based on TEM analysis, phage 
vB_EaeM_φEap-3 was classified as a member of the 
Myoviridae family. Determination of host range 
demonstrated that vB_EaeM_φEap-3 was able to lyse 
18 of the 28 strains of E. aerogenes while showing a 
one-step growth curve, short latent times, and a 
medium burst size. Considering host range, genome, 
and phage parameters, vB_EaeM_φEap-3 became a 
suitable candidate for phage therapy programs (42).  

In the present study, phages vB_Kp1 and vB_Kp2 
lysed about 33.3% and 46.6% of the clinical isolates of 
K. pneumonia. In addition, vB_Ea1 lysed 
approximately 60% of E. aerogenes isolates. These 
percentages indicate their applicability in phage 
therapy. Some studies have reported a wider host 
range for some phages.  

For example, in the study performed by Komijani et 
al. over two years, K. pneumoniae was isolated from 
193 infected wounds in three hospitals of Isfahan that 
were ESBL positive. The lytic phage was isolated 
against K. pneumoniae and the host range, 
morphology, thermal stability, pH, salinity stress, and 
genome size were estimated. The phage was classified 
in the Myoviridae family due to the morphological 
characteristics. Out of 41 clinical specimens, 38 cases 
were phage sensitive (41). On the other hand, some 
other studies reported a very limited host range for 
isolated phages.  

In a study by Li et al. in 2016, the phiEap-2 phage 
against E. aerogenes was isolated from wastewater 
and lysed E. aerogenes 3-sp strain. Following phage 
isolation, diverse properties, such as host range, 
phage structural proteins, genome structure and 
sequence, pH tolerance range, and resistance to 
different temperatures were investigated showing 
that this phage can be used for treatment (43).  

Phages vB_Kp1, vB_Kp2, and vB_Ea1 could be 
suitable candidates for phage therapy research due to 
different characteristics, including short latent time, 
large burst size, and lyticity. However, further studies 
concerning resistance at different pH and 
temperatures, genomic sequencing, and 
bioinformatics studies are required.  

Conclusion  
Despite the findings of the present study, our data 

may not be sufficient for determining host specificity 
and phage type for successful therapeutic use. 
Therefore, further experiments, molecular analysis, 
complete genome sequencing, proteomics analysis, 
and clinical studies are necessary for selecting 
acceptable phage types against MDR-K. pneumoniae 
and MDR-E. aerogenes.  
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از مطالع:  زمینه و اهداف از   ی نیبال  يهانمونه  هی، علکیتیل  يوفاژهایباکتر  يو جداساز  يحاضر، غربالگر  ۀهدف  جداشده 
 از فاضلاب است.  (vB_Ea1) انتروباکتر آئروژنزو  vB_Kp1)،( vB_Kp2کلبسیلا پنومونیهبیوتیک مقاوم به آنتی يها هیسو

کار پنومونیه:  مواد و روش  بالینینمونه  از  انتروباکترآئروژنزو    کلبسیلا  ماه    از  هاي  در سه   1397  شهریورتا    1396دي 
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شده،  تستهاي  بیوتیکبه آنتینسبت    دارویی  چندي با مقاومت  هاسویه.  هاي مختلف استفاده شدبیوتیکها نسبت به آنتیایزوله
انجام    هاي شهري و بیمارستانیاز فاضلاب   برداريجداسازي باکتریوفاژها، نمونهبراي  .  انتخاب شدند هاي ایزوله،براي بررسی اثر فاژ 

  با آمیزي، موروفولوژي باکتریوفاژها  و رنگ  ایزولهسازي باکتریوفاژهاي  پس از غنی   .کرد  را تائیدحضور باکتریوفاژها    هاپلاك .  شد
 هاي شناسایی فاژها شامل محدودة میزبانی و مراحل رشد انجام شد. تست  . گردید  مشخص  (TEM)میکروسکوپ الکترونی گذاره

 شونده بوده و از خانوادةنشان داد که فاژها داراي کپسید بیست وجهی و دم بلند منقبض TEM تصاویربررسی  ها:  یافته
اي، اندازه انفجاري بزرگ  رشد یک مرحلهمنحنی  سویه باکتري را لیز کردند.    25از    درصد)  56سویه (  14فاژها    .هستندمایوویریده  

 و زمان تاخیري کوتاه را براي فاژها نشان داد. 
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 مه مقد     
بهداشت   مشکلات  مهمترین  از  اخیر،  یکی  دهۀ  در  جهانی 

عفونت  روزافزون  آنتی شیوع  به  مقاوم  جمله  هاي  از  بیوتیک، 
 "ESKAPE" هاي ویژه باکتري منفی، به مثبت و گرم هاي گرم باکتري 

فاسیوم شامل   اورئوس ،  انتروکوکوس  کلبسیلا  ،  استافیلوکوکوس 
بومانی ،  پنومونیه  آئروژینوزا ،  اسینتوباکتر    گونه   و   سودوموناس 

باکتریال،  . استفاده بیش از حد داروهاي آنتی ) 2،  1(  انتروباکتر است 
منجر به افزایش مقاومت به چند دارو و تغییر در جمعیت باکتري در  

 . ) 3( شود  بیماران می 

،  کلبسیلا پنومونیه   و   انتروباکترآئروژنز هاي گرم منفی مانند  باکتري 
ه کارباپنم منجر به  سیلین و خانواد مقاوم در برابر سفالوسپورین،  پنی 

کلبسیلا   و   انتروباکتر آئروژنز شوند.  می  مقاوم به چند دارو  تشکیل عفونت 

و   (ESBL) الطیف لاکتاماز وسیع - بتا   ، (KPC)با بیان کارباپنماز   پنومونیه 
توان از این  ها مقاوم شده و نمی بیوتیک لاکتاماز به این آنتی - متالو بتا 

 ).4- 7(استفاده کرد  ها براي کنترل عفونت  بیوتیک آنتی 

در افراد داراي   مقاوم به چند دارو  هاي گرم منفی آلودگی با باکتري 
سیستم ایمنی ضعیف، مانند نوزادان، افراد مسن، بیماران داراي نقص  
سیستم ایمنی و بیماران سرطانی، یک خطر جدي است که منجر به  

،  3(شود  علائم شدید نوتروپنی و حتی در بعضی موارد باعث مرگ می 
مشکلات درمانی و    ، هاي مقاوم به چند دارو . شیوع فزایندة عفونت )8
مان طولانی مدت منجر به تولید داروهاي ضد باکتري جدید با بازده  در 

هاي مقاوم  بالا با عوارض جانبی پایین و هزینۀ پایین براي درمان عفونت 
 .شده است  به چند دارو 

 ی پزشکی ایرانشناسکروبیممجله 
 1399بهمن و اسفند ـ  1 ـ شماره 15سال 
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گزینه  از  ویروس یکی  اخیر،  دهه  دو  در  علاقه  مورد  هاي  هاي 
،  9(است    باکتریایی یا باکتریوفاژهاي کشف شده تقریباً از قرن پیش 

سلول  . )10 وارد  لیتیک،  می فاژهاي  باکتري  متابولیسم  هاي  و  شوند 
.  ) 11،  9(شوند  ها را تغییر داده و باعث لیز و تخریب باکتري می باکتري 

هاي  عنوان راهکاري براي درمان عفونت از اوایل قرن بیستم، فاژ درمانی به 
 . )9-11(  شود منفی استفاده می مثبت و گرم هاي گرم ناشی از باکتري 

ایالات   و  اروپایی  فاژ درمانی، چندین کشور  مزایاي  به  توجه  با 
متحده، به دنبال کشف باکتریوفاژ جدید و بهبود این ابزار براي کنترل  
عفونت مقاوم در برابر داروهاي ضد باکتري و مراقبت از بیماران عفونی  

 .) 12-14( هستند  

مقاوم به چند    هاي فاژ درمانی علاوه بر اینکه در درمان عفونت 
فلور میکروبی بیمار،    حفظ   ، مانند موثر است مزایاي دیگري هم دارد  دارو 

هاي وسیع الطیف، عوارض  بیوتیک هزینۀ کم فاژدرمانی نسبت به آنتی 
اختصاصی  ،  ) دما و خشکی ( جانبی کمتر، پایداري در شرایط نامساعد  

ژ از  هاي هدف، فاقد ژن سموم و جداسازي آسان فا باکتري بودن براي  
 . )15-18(    است   هاي مختلف مانند فاضلاب، دریا، خاك و غیره محیط 

باکتریوفاژهاي   جداسازي  و  غربالگري  حاضر،  مطالعۀ  از  هدف 
نمونه  علیه  سویه لیتیک،  از  شده  جدا  بالینی  به  هاي  مقاوم  هاي 

 .است  از فاضلاب   انتروباکتر آئروژنز  و  کلبسیلا پنومونیه بیوتیک  آنتی 

 هامواد و روش

 هاي باکتریایی سویه  
پنومونیه  آئروژنز و    کلبسیلا  د از    انتروباکتر  تا    1396ماه    ي از 

بیمارستان و مرکز پزشکی در شمال ایران (آمل،    3از    1397  ور ی شهر 
هاي  هاي بالینی جدا شدند. با توجه به روش مازندران، ایران) از نمونه 
ده  هاي جدا ش باکتري  (ASM) شناسی آمریکا استاندارد انجمن میکروب 

همچنین  شدند.  هاي بیوشیمیایی تجزیه و تحلیل با استفاده از آزمایش 
سویه  شامل از  آئروژینوزا  هاي  ،   ATCC 1074سودوموناس 

،  ATCC 35218، اشریشیا کلی   ATCC 6538استافیلوکوکوس اورئوس 
کلبسیلا  و   PTCC 1221 انتروباکتر آئروژنز ،  PTCC 1639سالمونلا تیفی 

 اندارد استفاده شد.  است   PTCC 1290  پنومونیه 

 تست حساسیت ضد میکروبی
آنتی  به  حساسیت  انتشار  الگوهاي  روش  از  استفاده  با  بیوتیک 

.  هینتون آگار انجام شده است - بائر روي محیط کشت مولر - دیسک کربی 
باکتري  دستورالعمل حساسیت  طبق  و  ها  بالینی  استاندارد  هاي 

آنتی   ، )CLSI )19 آزمایشگاهی  دیسک  به  کمپانی  بیوت نسبت  یکی 

MERCK   ) میکروگرم)،  30میکروگرم)، سفوتاکسیم ( 30شامل آمیکاسین
 ) (   5سیپروفلوکساسین  کلرآمفینیکل  میکروگرم)،    30میکروگرم)، 

  10پنم ( میکروگرم)، ایمی   10میکروگرم)، سفالوتین (   10جنتامایسین ( 
 ) نیتروفورانتوئین    5(   کوتریموکسازول میکروگرم)،    300میکروگرم)، 

( میکروگر  تتراسایکلین  (   30م)،  نورفلوکساسین    10میکروگرم)، 
 میکروگرم) مشخص شد.    30میکروگرم)، و اسیدنالیدیکسیک ( 

هایی که حداقل به سه کلاس داروي ضد میکروبی مقاوم  سویه 
شوند  در نظر گرفته می  هاي مقاوم به چند دارو عنوان باکتري هستند به 

  10و    مقاوم به چند دارو   کلبسیلا پنومونیه نمونه    15سرانجام،   . )20(
  جداسازي هاي بالینی  مقاوم به چند دارو از سویه  انتروباکتر آئروژنز نمونه  

سه کلنی در    الی براي تهیه سوسپانسیون باکتریایی، دو    ). 1(جدول    شد 
درجه    37و در دماي    شد تلقیح    لیتر سرم فیزیولوژي استریل، میلی   100

ش سل  انکوبه  نیم    ده سیوس  با  برابر  باکتري،  سوسپانسیون  کدورت  تا 
   . شود فارلند  مک 

 جداسازي و تغلیظ فاژ
مکان از  شهري  و  صنعتی  بیمارستانی،  فاضلاب  هاي نمونه 

سپتامبر   تا  ژانویه  بین  ایران)  (مازندران،  ایران  شمال  در  مختلف 
فالکون  ). نمونه 2آوري شده است (جدول  جمع   2018 ها در یک 

دقیقه،    10به مدت    g  5000آوري شده و سپس در  استریل جمع
قرار گرفت تا   (RS/20IV, TPMYSELKO, Japan)در سانتریفیوژ  

به  سوپرناتانت  شوند.  جدا  بزرگتر  سرنگی  ذرات  فیلترهاي  وسیلۀ 
درجه   4و در دماي   فیلتر شد  (Star ech, Taiwan)میکرومتر22/0

شد  ذخیره  غنی به .سلسیوس  باکتریوفاژ، منظور  تکثیر  و  سازي 
لیتر سوسپانسیون  میلی   100لیتر از نمونه سوپرناتانت، به  میلی 10

نظرباکت  میکربی  مورد  گردید    =4/0OD-6/0در  ري  .  ) 21(اضافه 
 ,Merck)کلرید کلسیم  مولار 1 محلول  میکرولیتر 240همچنین  

Germany)  به مدت  شد   اضافه درجه    37ساعت در دماي    48و 
شیکردار سلسیوس انکوباتور   دور   با  (JAL company, Iran)در 

rpm40،  ها با دور  سپس نمونه  .انکوبه شدrpm  5000  15  به مدت 
   μMوسیله فیلتر سرنگ  دقیقه سانتریفیوژ شدند و مایع رویی، به 

 . )22( فیلتر شد   22/0
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 مقاوم به چند دارو  انتروباکتر آئروژنزو   کلبسیلا پنومونیههاي کلینیکی ایزوله  . 1جدول 

 

 هاي فاضلابآوري نمونه محل جمع  .2جدول 

 گیري مکان نمونه شماره نمونه 
 خروجی فاضلاب بیمارستان کودکان امیرکلا 1
 خروجی فاضلاب کشتارگاه طیور سپیدان  2
 پساب شرکت نفت (محمود آباد)  3
 فاضلاب استخر پرورش ماهی چشمه ساران  4
 فاضلاب مجتمع تفریحی پردیس شمال  5
 خروجی فاضلاب بیمارستان قائم (کلاردشت) 6
 بیمارستان شمال (آمل) 7
 بیمارستان امام حسین (نکا)  8
 بیمارستان امیدي (بهشهر)  9
 بیمارستان امام (بهشهر)  10
 کشتارگاه بابل طیور  11

 

 نشانه اختصاري تعداد نمونه منشا نمونه  منبع میکروارگانیسم 

سیلا پنومونیه   کلب
ایزوله بالینی بیمارستان 

 امام رضا آمل 

 ادرار 
 ادرار 
 خون 
 ادرار 
 ادرار 
 تراشه 
 ادرار 
 خون 
 ادرار 
 زخم 

10 

Kr1 
Kr2 
Kr3 
Kr4 
Kr5 
Kr6 
Kr7 
Kr8 
Kr9 

Kr10 

سیلا پنومونیه   کلب
بیمارستان ایزوله بالینی 

 امام علی آمل 

 ادرار 
 زخم 
 خون 
 ادرار 
 زخم 

5 
 

Ka1 
Ka2 
Ka3 
Ka4 
Ka5 

ز  روژن آئ  انتروباکتر 
ایزوله بالینی درمانگاه 
 موسی بن جعفرآمل 

 ادرار 
 ادرار 
 زخم 
 ادرار 
 تراشه 

5 

Em1 
Em2 
Em3 
Em4 
Em5 

ز  روژن آئ  انتروباکتر 
ایزوله بالینی بیمارستان 

 امام رضا آمل 

 ادرار 
 ادرار 
 زخم 
 ادرار 
 خون 

5 

Er1 
Er2 
Er3 
Er4 
Er5 
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 ) Plaque Assayروش آگار دو لایه (
براي بررسی توانایی ضد باکتري فاژهاي جدا شده، از روش 

شده  از نمونه خالص میکرولیتر  200  .آگار دو لایه استفاده کردیم
کشت مایع باکتري مورد نظر    میکرولیتر  200حاوي فاژ احتمالی با  

 37دقیقه در دماي    15مخلوط شده و به مدت     = 2/0OD-4/0با  
من به  سلسیوس  باکتري،درجه  به  فاژ  گذاري گرمخانه  ظور جذب 

مذاب که حاوي   LB agarلیتر  میلی  3شد. مخلوط حاصل همراه با  
)، ترکیب شده و پس    Half agarجرمی حجمی آگار است (  75/0%

کشت داده شد. پس   Top agar overlayصورتاز اختلاط کامل به
در   حاصل  پلیت  دوم،  لایه  شدن  جامد  سلسیوس    37از  درجه 

لیز یا ساعت گرمخانه   24مدت  به انکوباسیون،  از  گذاري شد پس 
 . )23(دهد تشکیل پلاك وجود فاژهاي لیتیک را گواهی می

 سازي فاژخالص
یک پلاك روي    ، plaque assay پس از تشکیل پلاك با روش

انتخاب شد پلیت  تقریباً شامل  .  سطح  فاژ   610تا    510هر پلاك 
.  حل شد LB لیتر از محلولمیلی   5/1پلاك ایجاد شده در   .است

هاي باکتریایی میکرولیتر کلروفرم اضافه شد تا آلودگی  200سپس  
سازي بهتر،  براي خالص .طبق روش بخش جداسازي فاژ از بین برود

انجام شد  آزمایش پلاك در تیتر فاژهاي جداشده در  .  سه نسخه 
صورت هاي بالینی، به از نمونه مقاوم به چند دارو هاي برابر باکتري 

 (PFU/mL) لیتردر هر میلی   (PFU)دهنده پلاك  واحدهاي تشکیل

 . )24(نشان داده شد که توسط کارلسون و میلر توصیف شده است  

 تعیین محدوده میزبانی 
باکت   300 با  میکرولیتر  محیط =OD  0/ 4ري  در   ، LB    حاوي

درجه سلسیوس سوسپانسیون شده سپس روي    45آگار با دماي    0%/ 5
%، قرار داده شد و قبل از بستن آگار، ده   1آگار  LBیک پلیت حاوي  

  LPFU / m710  ،510  ،310 (شده  میکرولیتر از چندین رقت فاژ خالص 
  24ها پس از  (تست قطره). پلیت  ریخته شد   LBروي محیط  ) 110و  

در   انکوباسیون  ناحیه    37ساعت  در  منطقه شفاف  و  بررسی  درجه، 
 . ) 25( فاژ در نظر گرفته شد    عنوان پاسخ مثبت و حساسیت به قطره، به 

 تعیین زمان جذب 
میکروبی   سوسپانسیون  فاژي   cfu/mL810از  وتیتر 

pfu/mL71037هاي مساوي برداشته و در حمام آب گرم  ، حجم 
  12و    10،  8،  6،  4،  2،  0هاي مشخص (درجه قرار داده و در زمان

و دقیقه) مقداري از نمونه برداشته و بلافاصله روي یخ قرار داده  
سانتریفوژ   xg 8000دقیقه با دور    3مدت  ها به سرانجام همه نمونه

سپس از مایع رویی (فاژهاي آزاد) رقت تهیه شده و با روش شدند.  
top agar overlay .کشت داده شد 

 بهینه  MOIتعیین 
، لازم است باکتري منظور بررسی اثر کشندگی فاژ بر روي  به

) محاسبه  Multiplicity of infectionتا بهینه نسبت فاژ به باکتري (
  10خانه، داخل هر چاهک،    96. لذا داخل میکروپلیت  )26(شود  

میزبان    میکرولیتر  و  ،cfu/mL  410باکتري  شده    10با ریخته 
رقت  میکرولیتر با  (فاژ  مختلف   ،410،310 وPFU/mL  210هاي 

) مخلوط شد. براي هر رقت از فاژ سه خانه در نظر  710،610،510
ه شد. در ضمن، سه خانه داراي باکتري فاقد فاژ، براي کنترل  گرفت

رشد باکتري و سه خانه داراي فاژ فاقد باکتري، براي اطمینان از 
در میکروپلیت  گرفت.  قرار  نیز  فاژ  استوك  آلودگی    C37°  عدم 

ساعت در دستگاه الایزا ریدر    8و  4،  2انکوبه شده و در فاصله زمانی  
ents, USA)(ELX800, BioTek Instrum  630درOD   .خوانده شد 

 اي فاژ  تعیین منحنی رشد یک مرحله
محیط کشت، تلقیح    mL10 در  باکتري میزبان فاژ مورد نظر،  

دقیقه در    10انکوبه شد. سپس به مدت    =3/0ODو تا رسیدن به  
xg5000    سانتریفیوژ شده و توده سلولی به دست آمده درmL  1  

)، 3بهینه فاژ (جدول    MOIمحیط کشت ریخته شد سپس طبق  
از   فاژ آلوده شد. پس  اتاق،  10با  انکوباسیون در دماي   30دقیقه 

سانتریفیوژ شد. مایع رویی حاوي فاژهاي جذب    xg11000ثانیه در  
شده موجود در رسوب،   هاي آلودهنشده، دور ریخته شده و سلول 

محیط کشت    mL10دو بار با محیط کشت، شستشو و بلافاصله در  
انکوبه گردید و درفاصلۀ زمانی    C37°  گرم، سوسپانسیون شده و در

با  هاانجام شد. نمونه   PFUبرداري براي تعیین  هر ده دقیقه، نمونه
کلروفرم مخلوط شده و قسمت مایی (رویی) که فاژهاي آزاد    2%

 . )27(دهد، تیتر شد داخل سلولی را نشان می  شده و

 تهیه عکس با میکروسکوب الکترونی گذاره یا عبوري 
با   فاژ  عکس  تهیه   TEM   )transmission electronبراي 

microscope ) سوسپانسیونی با تیتر بالاي فاژ ،(PFU/mL  910  به (
رسوب داده شد سپس دو بار با آب    xg15000دقیقه در  150مدت  

مسی   گریدهاي  روي  آن  از  مقداري  شد.  شستشو  استریل  مقطر 
سدیم   فسفوتنگستات  با  و  استات    % 2قرارگرفته  اورانیل    % 1یا 

   TEM آمیزي شد پس از خشک شدن، نمونه با میکروسکوپ رنگ 
 . ) 27( کیلوولت) مشاهده شد    50با ولتاژ (   ZEISS EM 900)آلمان،  (
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 SDS-PAGEاستخراج پروتئین و انجام  
به مدت یک   xg8000)، در  PFU/mL)  910بالاي فاژ  تیتر

دماي   در   ,C°4(centrifug5424 R, Eppendorfساعت 

Germany)   سی یک  در  حاصل  رسوب  شد.  بافر  سانتریفوژ  سی 
گلیسرول  SDS2% ،  %5/2مرکاپتواتانول  β [لودینگ آبی 10%،   ،

   8/6pH=(Tris-HCL(  ]لیترمیلی   6.25در    %0025/0بروموفنول  
ها دناتوره  دقیقه جوشاندن پروتیئن   10شده و پس از    سیون سوسپان

میکرولیترسایز مارکر    2میکرولیتر از نمونه دناتوره و14شد. سپس  
(Thermo Fisher, Germany)  لود شده    %12اکریلامید  درژل پلی

ولت، الکتروفورزشد. سپس    100- 120ساعت با ولتاژ    5و به مدت  
 .)29و28(آمیزي انجام شد با استفاده از نیترات نقره رنگ 

 ها یافته

 تشکیل پلاك ها توسط فاژهاي جداسازي شده 
بالینی سویه پنومونیه هاي  و کلبسیلا  دارو  چند  به   مقاوم 

که کدگذاري شده بود (جدول    مقاوم به چند دارو  انتروباکتر آئروژنز
هاي عنوان سویه میزبان فاژهاي احتمالی موجود در فاضلاب) به 1

شد استفاده  ایران  شمال  شهري  و  صنعتی  سه  .  بیمارستان، 
از  استفاده  با  بیمارستانی،  فاضلاب  نمونه  از  شده  جدا  باکتریوفاژ 
روش آگار دو لایه جدا شد. براي هر باکتریوفاژ، یک سویه باکتري 

بود شده  انتخاب  پلاك.  میزبان،  روي باکتریوفاژ  بر  شفافی  هاي 
(شکل   کرد  تولید  میزبان  باکتري  سویه  کشت  دو   ).1محیط 

علیه   لیتیک  پنومونیهباکتریوفاژ  استراتژي   کلبسیلا  از  استفاده    با 
همچنین،  .نامگذاري شدند  vB_Kp1 ، vB_Kp2 فوق جدا شده و

علیه لیتیک  باکتریوفاژ  نام    آئروژنز  انتروباکتر یک    vB_Ea1به 
ترین پلاك سه باکتریوفاژ  ). سپس شفاف 3نامگذاري شد (جدول  

سازي شد و تیترهاي هر فاژ سازي و غنی لیتیک، جداسازي، خالص
 ).3یا بالاتر رسید (جدول LPFU/m  910به 

سویه حساسیت  شدهتعیین  جدا  سیلا  هاي  کلب
و   پنومونیه دارو  چند  به  روژنزمقاوم  به    انتروباکترآئ مقاوم 
 فاژ خالص شده  3به  چند دارو

 ) و  vB_Kp1)  ،vB_Kp2 دامنه میزبانی فاژهاي جدا شده  

vB_Ea1  نمونه   10مقاوم به چند دارو و    کلبسیلا پنومونیه 15علیه
 هاي استاندارد شاملو سویه  مقاوم به چند دارو  انتروباکترآئروژنز

اورئوس ATCC 1074 آئروژینوزاسودوموناس   استاف   ، ATCC 

تیفی  ATCC 35218کلی    اشریشیا  ،  6538 سالمونلا   ،PTCC 

 PTCC کلبسیلا پنومونیهو PTCC 1221 انتروباکتر آئروژنز، 1639

بررسی شد. روش تست قطره براي بررسی ویژگی میزبانی   1290
استفاده شد فاژها  مواردي که پلاك  .در  (در  +) ها تشکیل شدند 

 ). 4عنوان میزبان فاژ انتخاب شد (جدول سویه باکتري به 

،  vB_Kp1نشان داده شده است فاژ    4همانطور که در جدول  
) %33.3کلینیکی جداشده (  کلبسیلا پنومونیهنمونه    15نمونه از    5
) را لیز  %46.6(  کلبسیلا پنومونیه نمونه    15نمونه از    vB_Kp2  ،7و  

) ایزوله   %60نمونه (  10نمونه از    6توانست    vB_Ea1کرد همچنین  
نتوانستند    انتروباکترآئروژنزکلینیکی   فاژها  کند،  لیز  سویه    11را 

(  باکتري جدا شده به چند دارو  باکتري)از مجموع  مقاوم   هر دو 
 Kr1   ،Kr2  ،Kr5  ،Kr8  ،Kr9  ،Ka1  ،Ka4  ،Em2  ،Em5  ،Er2 شامل

مقاوم به چند دارو   هاي جدا شده  کنند. بقیه سویه  را آلوده  Er4و  
تجزیه و    حداقل نسبت به یکی از فاژهاي جدا شده، حساس بودند.

هاي باکتریایی حساس نشان داد بیوتیکی سویه تحلیل مقاومت آنتی 
بیوتیک آزمایش شده، مقاوم  ها به بیش از سه آنتی که همه سویه

 .هستند

 هاي فاضلابمشخصات عمومی سه باکتریوفاژ جدا شده از نمونه .3جدول 

 مشخصات
 باکتري میزبان 

vB-Kp1* 
سیلا پنومونیه   کلب

vB-Kp2 
سیلا پنومونیه   کلب

vB-Ea1 ** 
ز  روژن آئ  انتروباکتر

PFU/ml 1010 *15 1110 *3 1210 *3 
 شفاف شفاف شفاف شکل پلاك 

MOI 310 110 310 
 10 10 20 (دقیقه) زمان تاخیري 

 333 833 500 اندازه انفجاري(ذره به ازاي هر سلول) 

 مایوویریده  مایوویریده  مایوویریده  خانواده
 70 45 40 (نانومتر)  قطر سر 

 110 80 70 طول دم (نانومتر) 

 برداري محل نمونه
خروجی فاضلاب بیمارستان کودکان  

 امیرکلا
خروجی فاضلاب کشتارگاه طیور 

 سپیدان 
 خروجی فاضلاب بیمارستان کودکان امیرکلا

* vB (bacterial virus), KP (K. pneumoniae), ** vB (bacterial virus), Ea (E. aerogenes) 
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 فاژ جدا شده 3هاي اولیه پلاك  .1شکل 

 

 هاي بالینی ایزوله نسبت به عفونت با باکتریوفاژهاي جدا شده از فاضلاب حساسیت سویه  .4جدول 

vB-Ea1 vB-Kp2 vB-Kp1 Strain 
- - - Kr1 
- - - Kr2 
- + + Kr3 
- + - Kr4 
- - - Kr5 
- + + Kr6 
- + - Kr7 
- - - Kr8 
- - - Kr9 
- + + Kr10 
- - - Ka1 
- + + Ka2 
- + - Ka3 
- - - Ka4 
- - + Ka5 
+ - - Em1 
- - - Em2 
+ - - Em3 
+ - - Em4 
- - - Em5 
+ - - Er1 
- - - Er2 
+ - - Er3 
- - - Er4 
+ - - Er5 

ز - - + آئروژن  PTCC 1221 انتروباکتر 

سیلا پنومونیه - + -  PTCC 1290 کلب

آئروژینوزا  - - -  ATCC 1074 سودوموناس 

ستاف  - - -  ATCC 6538 اورئوسا

شیا کلی  + + - شری  ATCC 35218ا

 PTCC 1639سالمونلا تیفی  - - -
 + : وجود حساسیت سویه بالینی ایزوله نسبت به عفونت با باکتریوفاژهاي جدا شده

 : عدم حساسیت سویه بالینی ایزوله نسبت به عفونت با باکتریوفاژهاي جدا شده  -
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 مورفولوژي باکتریوفاژهاي لیتیک

از با استفاده  فاژهاي جدا شده،  و   TEM مورفولوژي  تجزیه 
(شکل   شد   vB_Ea1 و  vB_Kp1  ،vB_Kp2هاي  فاژ   .)2تحلیل 

نانومتر در حالت    110و    80،  70هاي بلند به طول تقریباً  داراي دم
هاي غیر فشرده بودند در تصاویر متعدد که براي هر فاژ تهیه شد دم 

منقبض شده و فشرده هم دیده شد، همچنین فاژها داراي کپسید  
نانومتر   70و    45،  40بیست وجهی (ایکوزاهیدرال) با اندازه تقریباً  

ت مورفولوژیکی فاژهاي جداشده (دم بلند منقبض خصوصیا   .بودند
اعضاي خانواده بیست وجهی)، مشابه  مایوویریده  شونده وکپسید 

 ). 3است (جدول 

 بهینه MOIتعیین 

)    =LCFU/m  410  )0.3ODمیکرولیتر باکتري میزبان    10
 8و    4،  2هاي مختلف آلوده شد و پس از  میکرولیترفاژ با رقت   10با

انکوباسیون،   شد.    630ODساعت  ،  Kp1vB_بهینه    MOIقرائت 
2 vB_Kp1و vB_Ea   بود.      310و    110،  310به ترتیبMOI   بهینه

هاي بعدي، لازم بود و مورد استفاده قرار گرفت  هرفاژ، براي آزمایش
 ).3(جدول 

 زمان تاخیري و اندازه انفجاري فاژها

اي براي تعیین زمان تاخیري و اندازه  منحنی رشد یک مرحله
بر اساس   ).3انفجاري هر فاژ جدا شده، نشان داده شده است (شکل  

، به ترتیب  vB_Ea1 و  vB_Kp1  ،vB_Kp2 ها، زمان نهفتهمنحنی 
دقیقه ارزیابی شد، در حالی که اندازه انفجاري   10و    10،  20حدود  

ذره به ازاي هر سلول، مشخص شد   333 و  833،  500به ترتیب  
 )3(جدول

.

 

 
 vB_Ea1 ) و  vB_Kp1)   ،vB_Kp2 فاژهاي جدا شده براي TEMتصاویر بدست آمده از  .2شکل 
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 . vB_Ea1 و  vB_Kp1   ،vB_Kp2 منحنی رشد یک مرحله اي باکتریوفاژهاي جدا شده .3شکل 

 

پروتئین  SDS-PAGE الگوهاي ساختاري  از  هاي 
 فاژهاي جدا شده 

شده   جدا  فاژ  با    vB_Ea1 )  و  vB_Kp1 )  ،vB_Kp2سه 
از مورد  SDS-PAGE استفاده  ساختاري  پروتئین  ترکیب  براي 

 پلی  ژل  زیادي در   پروتئینی  نوارهاي تند.  تجزیه و تحلیل قرار گرفت
 فاژ   سه  هر.  شد   مشاهده  ،نقره   رنگ آمیزي شده باSDS  آمید  آکریل

مایوویریده خانواده  الگوي   در  کدام  هر  ولی  دارند    پروتئینی   قرار 
  نوارهاي،  وجود  این  با.  داشتند  SDS  آمیدآکریلپلی  ژل  در  متفاوت

  شد   مشاهده   دالتون  کیلو   70  تا  18  اندازه  دهدر محدو  پروتئینی 
به    قوي   بسیار  باند  چندین).  4  شکل( مربوط  احتمالا  که  بودند 

هستند پروتئین  کپسید  اصلی    ژل   در  آنها   از  برخی  و  هاي 
 .بودند  ضعیف  SDS آمیدآکریلپلی

 
هاي ساختاري  پروتئین SDS-PAGE الگوهاي   .4شکل 

 . vB_Ea1 و  vB_Kp1  ،vB_Kp2 باکتریوفاژهاي جدا شده
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 بحث
هاي بیوتیک باکتري هاي مقاوم به آنتی افزایش شیوع عفونت 

از مهمترین   آئروژنز  انتروباکتر  و کلبسیلا پنومونیه منفی مانندگرم
میر  و  میزان مرگ  افزایش  و  بهداشت عمومی است  مشکلات در 

هاي ناشی از آن، بار مالی و روانی براي بیماران و سیستم مراقبت 
انتروباکتر  و    کلبسیلا پنومونیه.  )30- 34( بهداشتی ایجاد می کند  

هاي مختلف هاي بیماریزا در عفونت ارگانیسم میکرو  عنوانبه  آئروژنز
لاکتاماز  -اند زیرا توانایی فوق العاده اي در بیان ژن بتاده شناسایی ش

الطیف   بتا   (KPC) کارباپنماز  ،(ESBL)وسیع  متالو  لاکتاماز  -و 
 .)4-7(کند  نشان می دهد، که درمان موفقیت آمیز را مشکل می

رویکردهاي   مقاوم به چند دارو، بنابراین، براي درمان عفونت
ه با عوارض جانبی کمتر مورد نیاز  درمانی کارآمد و مقرون به صرف

قابل  است باکتریایی  ضد  فعالیت  که  نظر  این  از  لیتیک  فاژهاي   .
آنتی  مشابه  دارند  فاژهاي بیوتیکتوجهی  حال  این  با  هستند.   ها 

ها دارند.  بیوتیکدرمانی حداقل از نظر تئوري مزایایی نسبت به آنتی 
عفونت  درمان  در  آنتی فاژها  به  مقاوم  انسان  بیوتیکهاي  ها در 

ها بیوتیک وحیوانات آزمایشگاهی خیلی کارآمدتر و موثرتر از آنتی 
ها، فاژها  اند. علاوه بر استفاده براي از بین بردن باکتري گزارش شده

توانند براي شناسایی و تایپینگ  ویژگی میزبانی معینی دارند که می
ه بر مفید برداري قرار گیرند. علاوهاي باکتریایی، مورد بهره عفونت 

به  می بودن  محصولات  این  عمومی،  تشخیص  زمینه  عنوان  توانند 
موثر براي فاژتراپی که نیاز به تشخیص سریع اهداف باکتریایی و 
کنند.   آماده  دارند  را  اختصاصی  فاژهاي  به  آنها  تعیین حساسیت 

روش از  یکی  که  فاژدرمانی  است  و خاص  ارزان  توجه،  قابل  هاي 
مقاوم به   هاي باکتریاییی را در درمان عفونت امروزه توجه روزافزون

 يهاسویه همچنین    .)36و35(به خود جلب کرده است   چند دارو
فاژها    نی، ممکن است در برابر ادی مقاوم به چند دارو جد  ییایباکتر

باکتري  شوند.  ممقاوم  طر  توانندی ها  از  فاژ  حمله  مقابل   قیدر 
 يهاستم یس ،ي مختلف، از جمله جهش خود به خود ي هاسم یمکان 

restriction modification  ا طر  ی قیتطب   یمنیو    ستم یس  قیاز 
CRISPR-Cas  و   دیجد  ي فاژها  یی، شناسانیکنند. بنابرا  اومتمق

  د یمف  یدرمان  ي بهبود فاژها  ي تواند برامی  وفاژهایکوکتل باکتر  جادیا
یک    .) 37-39( باشد   عنوان  به  باکتریوفاژها  از  بسیاري  تاکنون، 

براي   باکتري  ضد  پنومونیهعامل  انتروباکتر و  )41و40( کلبسیلا 
 مشخص شدند.  )43و42( آئروژنز

ابتدا   در  مطالعه حاضر  پنومونیه در  به چند  کلبسیلا  مقاوم 
هاي بالینی جدا از نمونه  مقاوم به چند دارو انتروباکتر آئروژنز و  دارو

و غربالگري به   شده  براي  حاضر  مطالعه  در  اصلی  میزبان  عنوان 
استخراجباکتریوفاژ  فاضلابهاي  از  استفاده  شده  بیمارستانی  هاي 

مقاوم   کلبسیلا پنومونیهعلیه  )  vB_Kp1  ،vB_Kp2(   شد. دو فاژ
 مقاوم به چند دارو  انتروباکتر آئروژنزعلیه   و یک فاژ  به چند دارو
(vB_Ea1)    فاضلاب شدنداز  جدا  پلاك  .  بیمارستان  که  آنجا  از 

شده،  جدا  فاژ  سه  هر  است،  لیتیک  فاژهاي  مشخصه  شفاف 
دهند که قدرت لیزکنندگی آنها را  هاي شفافی را تشکیل میپلاك

می  فاژ .  دهدنشان  سه  هر  که  داد  نشان  الکترونی  میکروسکوپ 
از  مایوویریده  خانواده  از  هستند   جداشده  دار  دم  .  ) 44(فاژهاي 

،  833،  500حدود   vB_Ea1 و vB_Kp1  ،vB_Kp2دازه انفجاري  ان
  10،  20ذره در سلول است و زمان تاخیري به ترتیب حدود   333

است.  10و   ویژگی  دقیقه  چندین  شده،  جدا  باکتریوفاژ  سه  هر 
دادند   نشان  را  فاژ  از  استفاده  براي  پلاكهمۀ  مناسب  هاي آنها 

تاه و اندازه انفجاري بزرگ اند و زمان تاخیري کوشفافی تشکیل داده
  .اي نشان داده شده استدارند، که توسط منحنی رشد یک مرحله

هاي ساختاري نشان داد پروتئین  SDS-PAGE همچنین الگوهاي 
که هر سه فاژ جداشده شباهت به الگوهاي پروتئینی سایر اعضاي  

 )46 (ϕTMA  ،)25(  ،PhaxI ) 45(مانند  مایوویریده   خانواده
AP22 47( و( LP65 دارد. 

تحقیقاتی    توانستند    Karumidzeدر  همکاران  و 
از فاضلاب رودخانه KLOX-BV-2و  KLP-BV- 5باکتریوفاژلیتیک  

نمونه   از  فاژ  تکثیر  و  جداسازي  کنند.براي  جداسازي  جورجیا 
باکتري  پنومونیه هاي  کلینیکی  توکا    کلبسیلا  اکسی  کلبسیلا  و 

استفاده شد. هر دو فاژ داراي اندازه انفجاري بزرگ بودند، در شرایط 
نامساعد مختلف پایدار بودند. فاژهاي گزارش شده در این مطالعه 

اي هستند که متعلق به  دار دو رشته  DNAهاي باکتریایی  ویروس
وسیفوویریده  خانواده پودوویریده  لیزر   بودندهاي  به  قادر  فاژها 
اي از  هاي کلبسیلا بود که شامل مجموعهدرصد از سویه  63حدود
فاژها،    123 این  بود. خواص  انگلستان  و  از جورجیا  بالینی  ایزوله 

را در   آنها  کاربردي  نشان می کوکتل پتانسیل  فاژتراپی  دهند هاي 
و همکاران باکتریوفاژ لیتیک    Zhao  2019. همچنین در سال)40(

ایزوله براي  نام   آئروژنز  انتروباکترهاي  اختصاصی   با 

vB_EaeM_φEap-3     تحلیل و  تجزیه  اساس  بر  شد.  شناسایی 
فاژ عبوري،  الکترونی  عنوان  به  vB_EaeM_φEap-3 میکروسکوپ 

خ اعضاي  از  مایوویریدهیکی  دامنه  طبقه  انواده  تعیین  شد.  بندي 
 28از   مورد  18توانست    vB_EaeM_φEap-3میزبانی نشان داد که  

مورد آزمایش را لیزکند، در حالی که منحنی  انتروباکتر آئروژنز سویه
انفجاري  اندازه  و  کوتاه  تاخیري  زمان  یک  اي،  مرحله  یک  رشد 
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می  نشان  را  محدودمتوسط  به  توجه  با  و  دهد.  ژنومی  میزبان،  ة 
فاژ براي  vB_EaeM_φEap-3 پارامترهاي  مناسبی  کاندیداي 

شد  برنامه  فاژدرمانی  فاژ  )42(هاي  حاضر  تحقیق  در   .vB_Kp1  
هاي از ایزوله  %6/46حدودا    vB_Kp2،  %33.3قادر به لیز حدودا  

پنومونیه  کلینیکی همچنین    کلبسیلا  %    60حدودا    vB_Ea1و 
دهنده قابلیت  را لیز کنند. که این درصدها نشان  انتروباکترآئروژنز

استفاده از آنها در فاژتراپی است. در برخی از مطالعات دامنه تاثیر 
بههگسترد است  شده  گزارش  فاژها  براي  در تري  مثال  عنوان 
  کلبسیلا پنومونیه  در یک دوره دو ساله، سویه  Komijaniاي  مطالعه

مارستان اصفهان جدا شد که دسته زخم آلوده در سه بی  193از  
ESBL  جداسازي    کلبسیلا پنومونیه مثبت بودند. فاژ لیتیک علیه

، استرس شور  pH شد و دامنه میزبانی، مورفولوژي، ثبات حرارتی و
هاي مورفولوژي فاژ آن را در ویژگی .و اندازه ژنوم تخمین زده شد

حساس   مورد  38نمونه بالینی،  41خانواده مایوویریده قرار داد. از  
. از سوي دیگر برخی مطالعات دیگر دامنه میزبانی  )41(به فاژ بودند  

بسیار محدودي را براي فاژهاي جداسازي شده گزارش کردند. در 
انتروباکتر  علیه    phiEap-2فاژ    )2016(و همکارانش    Liاي  مطالعه
را   sp-3انتروباکتر آئروژنزاز فاضلاب جداسازي شد که سویه    آئروژنز

کرد. محدودة   لیز  جمله  از  آن  خصوصیات  فاژ  جداسازي  از  پس 
پروتئین آن، میزبانی،  توالی  و  ژنوم  ساختار  و  فاژ  ساختاري  هاي 

و مقاومت به دماهاي مختلف بررسی شد و نشان   pHدامنه تحمل 
 .  )43( تواند براي درمان استفاده شود داد که این فاژ می

 و vB_Kp1  ،vB_Kp2با توجه به سایر خصوصیات فاژهاي  
vB_Ea1  و بزرگ  انفجاري  اندازه  و  کوتاه  تاخیري  زمان  مانند 

می  آنها  بودن  لیتیک  براي همچنین  خوبی  کاندیداي  توانند 
همچون  دیگري  مطالعات  به  نیاز  اما  باشند  فاژدرمانی  تحقیقات 

و دماهاي مختلف، بررسی توالی ژنومی و   pHبررسی مقاومت در  
 .هاي بیوانفورماتیک استبررسی 

 گیري هنتیج
هاي ما براي هاي این مطالعه، ممکن است دادهبا وجود یافته 

پی بردن به ویژگی میزبان و نوع فاژها براي کاربرد درمانی موفق،  
نباشد آزمایش.  کافی  تحلیل  بنابراین،  و  تجزیه  و  بیشتر  هاي 

مولکولی، تعیین توالی کامل ژنوم، تجزیه و تحلیل پروتئومیکس و 
برا بالینی  براي مطالعات  قبول  قابل  فاژ  نوع  یک  انتخاب  ي 

در نتیجه، مطالعه ما نشان داد .  رسدفاژدرمانی، ضروري به نظر می 
مقاوم به   کلبسیلا پنومونیهلیتیک جداسازي شده علیه   که، دو فاژ
  مقاوم به چند دارو انتروباکتر آئروژنزفاژ لیتیک علیه    و یک چند دارو

عنوان کاندیداي خوبی براي استفاده به هاي مناسب،  با وجود ویژگی
تجزیه و  مقاوم به چند دارو پس از انجام   عوامل درمانی در عفونت 

 هاي بیشتر هستند. تحلیل
 

 سپاسگزاري 
  که   کسانی  تمام  از  را  خود  تشکر  و  قدرانی   مراتب  وسیله   بدین

 شایان .  نمایممی   اعلام  کردند  یاري   مرا  پژوهش  این  اجراي   طول  در
 خانم  دکتري   نامهپایان  از  بخشی  حاصل  مقاله  این  که  است  ذکر

 . است قم واحد اسلامی آزاد دانشگاه از نوا  حبیبی  فاطمه

 تعارض در منافع  
  منافعی   تضاد  گونههیچ  نویسندگان  حاضر،  مطالعۀ  درانجام

 . اندنداشته 

 مالی منابع
 . است   شده   تامین   نوا   حبیبی   خانم   توسط،   تحقیق   این   مالی   منابع 
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