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مورد استفاده به عنوان  هایمیکرواورگانیسم ترینمهماز  یکی یسلاکتوکوکوس لاکت :زمینه و اهداف

 ینمربوط به ا اییوفاژهاست. لذا باکتر یرش یریمحصولات تخم یدتول یبرا یلبن یعاستارتر در صنا

 .باشندیم یلبن یعصنا یبرا یجد یدیتهد یر،تخم یندفرآ یرو یمنف یراتتأث یلبه دل میکرواورگانیسم

 هانمونهقرار گرفتند.  یمورد بررس یوفاژیباکتر یخام از نظر آلودگ یرش یهانمونه مواد و روش کار:

 یعاتماشدند. هر کدام از  یلترف یکرومترم 0/ 54با اندازه منافذ  یسر سرنگ یها یلتربا ف یفیوژ،پس از سانتر

اضافه شدند. از روش آگار  بود یتمیفاز رشد لگار یکه در ابتدا M17 یطدر مح یبه کشت باکترشده  یلترف

 یه، از روش تههاآن یظفاژ ها از پلاک و تغل یپلاک استفاده شد. پس از جداساز یجادا یبررس یبرا یهدو لا

 یاتجزئ یمشاهده و بررس یبرا یالکترون یکروسکوپفاژ استفاده شد. از م یزانم نییتع یرقت برا یالسر

 ها استفاده شد. یوفاژباکتر یساختار

سر شش  یاز آنها دارا یکی. یدندگرد ییمختلف مشاهده و شناسا یوفاژدو باکتر یتدر نها: هایافته

از  یدنانومتر بود که به نظر رس 00ه طول ب یرپذانعطافنانومتر و دم  54× 00هگزاگونال( با اندازه ) یوجه

)هگزاگونال( با اندازه  یوجه ۶سر  یدارا یکیدوم از لحاظ مورفولوژ یوفاژباشد. باکتر یفوویریدهخانواده س

 بود. یریدهنانومتر و دم کوتاه، متعلق به پودوو ۶0×40

 یجداساز شدهیشآزما یرش یهاهنموناز  یبار دو فاژ از تعداد کم یناول یمطالعه برا یندر ا: گیرییجهنت

کنترل فاژ  یتفاژ بودند، اهم یحاو یرش یهانمونهاز  یکم نسبتاًدر مقاله حاضر درصد  ینکهبا وجود ا .یدگرد

در  وسیع. چون با انتشار یابدینم هرگز کاهشمراحل مختلف  یکنترل فاژ در ط یتوجود اهم ینبا ا یول

 باشد. باریانز یاربس تواندیمکارخانه  یکسطح 

 یالکترون یکروسکوپم ،یسلاکتوکوکوس لاکتپلاک،  یوفاژی،باکتر یآلودگ کلیدی کلمات

 پزشکی ایران محفوظ است.  شناسییکروبمبرای مجله این مقاله  و استفاده علمی از نشر حق چاپ، :© رایتیکپ
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 پست الکترونیک:

 

ه مقدم    

هستند  یوفاژهاباکتر نام به هایروسواز یزبان نوعی م هایباکتر

وجود  2391سال  در (.1شوند )یمکه به اختصار فاژ خوانده 

مشخص  یرش یعصنا در یوفاژبه نام باکتر یزر یارموجودات بس

و Whiteheadهای نامبود که دو دانشمند به  یو آن زمان یدگرد

Cox ( خود را با حضور آغازگر یهاکشتاستارتر ) یتاهش فعالک

 یمشکل جد یکبه فاژ هنوز هم  ی(. آلودگ2دادند )آنها ارتباط 

 تواندیمتوسط استارتر  یدآهسته اس ید. تولهست یلبن یعدر صنا

شود.  یراز دست رفتن کامل ش یحت یا یوبمنجر به محصول مع

کشت،  ،شامل سن ییتوسط فاکتورها تواندیماستارتر  یتفعال

 یرش یفیتک یون،انکوباس یدما ی،کردن و نگهدار رکا یهاروش

 یاداروها  یرنظ ییهامهارکنندهو حضور  یوفاژهاباکتر ،خام

 (.9) یردقرار گ یرتأثتحت  هاکنندهیضدعفون

 یندهایفرآ یندر ح یناکارآمد ضدعفون یطشرا ،خام یرش 

هوا،  یط،مح یزوژن،تر لاستار هاییهسوالقاء پروفاژ در  یر،تخم

و کارکنان به عنوان منابع  یرکارخانه، آب پن یزاتو تجه هادستگاه

 (. 4) شوندیم یتلق یوفاژهابالقوه ورود باکتر
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 یها یزاندامگانر ترینمهماز  یکی یسلاکت لاکتوکوکوس

 یدتول یبرا یلبن یعمورد استفاده به عنوان استارتر در صنا

 ید(. اس1است )و کره  یرپن یرنظ یرش یریمحصولات تخم

 یدرا در تول یتوسط استارتر نقش اصل شده یدتول یکلاکت

 یزاندامگانر ینمربوط به ا یوفاژهایباکتر ینبنابرا؛ محصول دارد

 یبرا یجد یدیتهد یر،تخم یندفرآ یرو یمنف یراتتأث یلبه دل

با حمله به کشت استارتر باعث کاهش  یراز؛ باشندیم یلبن یعصنا

توسط استارتر  یکلاکت یداس یدتوقف کامل تول یاو سرعت 

اعضاء راسته  یسلاکتوکوکوس لاکت ی(. فاژها6شوند )یم

Caudovirales یراسته شامل سه خانواده به نام ها ینهستند. ا 

)با دم  یفوویریدهبلند و منقبض شونده(، س ی)با دم ها یوویریدهم

کوتاه(  یدم ها)با  یریدهمنقبض شونده( و پودوو یربلند غ یها

و  یعوامل اصل P335، c2،399 یفاژها یان،م ین(. از ا7است )

 رد یلاکتوکوکوس ی(. فاژها8اند )یلبن یعصنا یبرا سازمشکل

مقاومت  یساز یزهپاستورو در برابر  شوندیم یافت شیر خام

 (.7کنند )یم

 ی. فاژهایوفاژهاستمستعد تهاجم باکتر یرش یصنعت تخمیر

 یشترحال ب ین، با اشوندیم یافت خام یرشدر  عییبطورطب یتیکل

بر  یلبن یعمحصول در صنا یدنقصان تول ینهمطالعات در زم

(، 3) اندداشتهدر کشت استارتر تمرکز  یزوژنل یفاژها یجستجو

 ینفاژها و همچن با یلبن یعصنا یآلودگ یتلذا با توجه به اهم

حاد در  یاعدم وجود اطلاعات گسترده در رابطه با حضور فاژه

در رابطه با  یکه مشکلات فراوان یراندر ا خصوصاً یعصنا ینا

آنها در مراحل  یداریآغازگر و پا یها یکشت باکتر ییکارا

 به یرکه ش ینو با توجه به ا شودیممشاهده  یرمختلف تخم

 یتلق یوفاژهامنابع بالقوه ورود باکتر ترینمهماز  یکیعنوان 

 یفاژ یوجود و حضور آلودگ یررسب یقتحق ین، هدف از اشودیم

 یافتیدر یرهایکه ش یمحصولات لبن یدیمرکز بزرگ تول یکدر 

 ، بود.شدندیم یهمختلف ته هاییگاودارآن از 

 :هاروشمواد و 

 استفاده ( مورداستارتر) یباکتر

 یسلاکتوکوکوس لاکت یقتحق ینمورد نظر در ا یباکتر

 بود. PTCC1336 یسلاکت گونه یرز

 

  یکشت باکتر یها محیط

حضور  یجهت بررس یزو ن هایباکترکشت دادن  یبرا

 M17 agarکشت  یها یطآنها از مح یو جداساز یوفاژهاباکتر

 یفاژها از پل یظتغل برای (.11شد )استفاده  broth M17و 

SM محلول ( و PEG6000) 9999 یکولگلا یلنات

((Suspension medium  (.11شد )استفاده 

 کشت های یطمح تهیه

 یطبق دستور برا broth M17و  M17 agar هاییطمح

 (.11شدند )و لوله آماده  یتدر پل هایباکترکشت 

 رشد یمرحله تصاعد تعیین

 M17یعکشت ما یطرشد، مح یدست آوردن منحن یبرا 

در دو ارلن مجزا  سترون یطتحت شرا لیتریلیم 19با حجم 

از ارلن  یکیه ب یلوپ از کشت تازه باکتر یکشد. مقدار  یهته

 سلسیوسدرجه  99و ارلن مذکور در انکوباتور یدگرد یحها تلق

قرار  روزشبانه یک( به مدت وکوسرشد لاکتوک ینهبه ی)دما

 لیتریلیم 19کشت شبانه به  یناز ا لیتریلیم یمداده شد. ن

درجه  99دوم انتقال داده شد و در انکوباتور M17 یطمح

هر  یشت به فاصله زمانک یگذاشته شد. جذب نور سلسیوس

 یو منحن یدهنانومتر قرائت گرد 999ساعت در طول موج  یک

 آمد. ستبه د یرشد باکتر

 یرش یهانمونه یو آماده ساز تهیه

و  یخام به همراه پساب ورود یرنمونه ش 299تعداد  

 یهاصفهان ته یزهپاستور یرکارخانه از شرکت ش یخروج

 21به مدت  g×9999 یوژیف. هر نمونه ابتدا تحت سانتریدگرد

 11/9 یسر سرنگ یلتربا ف ییرو یعقرار گرفت. سپس ما یقهدق

 یها یتا زمان بررس شده یلترف یعاتشد. ما یلترفمیکرومتر 

 (.12) یدندگرد ینگهدار یخچال یمورد نظر در دما

 جهت حضور فاژ هانمونه بررسی

استفاده  یهآگار دو لا یکحضور فاژ از تکن یبررس یبرا 

 (. 11)شد 
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 شمارش تعداد فاژها یا یارسنجیع

 Overlay یشمارش تعداد فاژها از روش ها یبرا 

method از  سازییقرق ی. برایدرقت استفاده گرد یالو سر

 3تا  2ا ز  2/9 به صورت هارقتاستفاده شد.  ینگرمحلول ر

هر کدام از  یشدند. برا یهته یکآسپت کاملاً یطشرا تحت

، ورتکس آرام و کوتاه کنندهیقرقفاژ و  نافزودپس از  هارقت

از هر  یکرولیترم 299مدت انجام شد تا مخلوط شوند. سپس

از  یکرولیترم 299و  یدمنتقل گرد یکروتیوبم یکرقت به 

مولار  یک 2CaClمحلول  یکرولیترم 19و یکشت فعال باکتر

 یدر دما یقهدق21ها به مدت  یکروتیوب. میدهم اضافه گرد

قرار گرفتند. بعد از آن کل  rpm 219 کیاتاق تحت ش

جامد  یمهآگار ن لیتریلیم 9به درون  یکروتیوبم یاتمحتو

 یهسطح آگار پا یشد و پس از هم زدن رو یختهمذاب ر

و در  یدهها وارونه گرد یتشدند. پس از خنک شدن پل یهتخل

داده شدند. روز بعد اقدام به  قرار سلسیوسدرجه  99انکوباتور

 یبه صورت واحدها یجهکرده و نت هاپلاکشمارش 

 ( گزارشPlaque Forming Units) PFUپلاک  دهندهیلتشک

 (.19) یدگرد

 یتاز سطح پل هاپلاک برداشت

 یتدر پل ی،استوک فاژ یهو ته هاپلاکبرداشت  یبرا 

 کاملاً یطبودند، تحت شرا شده ظاهر هاپلاککه  ییها

افزوده  سترون ٪1/2 گلیسینمحلول  لیتریلیم 29 یکآسپت

 یدار در دما یکرساعت در انکوباتور ش یکمدت  به ها یتو پل

( قرار rpm 19حدود ) یمملابا چرخش  سلسیوسدرجه  99

توسط محلول  ییسطح آگار رو یبترت ینداده شدند. به ا

 به ییرو یعساعت، ما یکشسته شد. پس از  کاملاً گلیسین

که  یلتریا فب و شده یآورجمعپاستور  یپتکامل با پ طور

حذف  ی. برایدگرد یلتربود ف یکرومترم 11/9اندازه منافذش 

 .     شد یفوژشده سانتر فیلتر یعما ،یباکتر یاجسام سلول

(g× 1999، استوک حاصله در سلسیوسدرجه 1 یقه،ده دق .)

 .یدگرد ینگهدار یخچال

 یسازخالص

 لیتریلیم 1به  آن راتک پلاک،  یکپس از برداشت  

ساعت 21 به مدت هالولهبراث منتقل کرده و  7M1محلول 

به آن  یقرار داده شدند. سپس کشت فعال باکتر یخچالدر 

. یدمولار اضافه گرد یلیم 29هم تا غلظت  2CaClشد.  یحتلق

 ییجا تا یمبا چرخش ملا سلسیوسدرجه  99در  یونانکوباس

( مشاهده شد. یزبانکشت م یزلکدورت )انجام شد که کاهش 

 قرار داده شد. یخچالدر و  یدهگرد یلترف یزاتل

 سازییغن

 یکرولیترم 19با یاز کشت فعال باکتر یکرولیترصد م

آگار  لیتریلیم 9مولار مخلوط گشته و به  یک 2CaClمحلول 

( انتقال داده شد و پس از یترگرم در ل7جامد )آگار یمهن

. پس یداضافه گرد یهآگار پا یتپل یرو یعاًسرهم زدن،  یاندک

 یکرولیترم299 یی،و بستن آگار رو یتز خنک شدن پلا

. پس از ظهور یدمنتقل گرد یبه وسط کشت باکتر یزاتازل

 یلترشستشو داده شد و ف گلیسینبا  یتپلاک، سطح پل

 یطشرا ینشده که در ا یلترف یعاز ما یکرولیترم299.یدگرد

 یحاو یتبه وسط پل مجدداًدارد  یوفاژباکتر یشتریمقدار ب

 یحاو لول. پس از سه مرتبه انتقال محیدمنتقل گرد یزبانم

 یکه حاو ییشده نها یلترف یعما یزبان،فاژ به کشت فعال م

 یخچالدر  یکآسپت به صورتبود،  یوفاژذرات فراوان باکتر

 .یدگرد ینگهدار

 و رسوب فاژها تغلیظ

حاصل، نمک  یزاتبه ل سازی،یمرحله غن ینپس از آخر 

NaCl  فزوده و آن قدر هم زده شد تا مولار ا یکتا غلظت

نگه داشته و  یخ یساعت رو یکحل شود. کشت  کاملاًنمک 

در  یقهبه مدت ده دق g× 22999 یفوژسپس تحت سانتر

جدا  (سوپرناتانتلجناب ) قرار داده شد. سلسیوسدرجه 1

تا  PEG6000، در آن یرسوب ذرات فاژ یو برا گردیده

 یهالولهبه  بکار گرفته شد. محلول (w/v) ٪29غلظت 

قرار داده شدند  یخدر آب  هالولهو  یدهمنتقل گرد یفوژسانتر

 یکبه مدت حداقل  هالولهمرحله  ینتا خنک شوند. پس از ا

رسوب کنند.  یشدند تا ذرات فاژ نگه داشته یخ یساعت رو

 یزگر یرویبا ن یفوژ، سانترکردهرسوب یذرات فاژ یابیباز ایبر

×g 22999 انجام  سلسیوسدرجه 1 در یقهبه مدت ده دق

به مدت  هالولهشده و  یختهدور ر (سوپرناتانتلجناب ). یدگرد

 . رسوببه صورت معکوس و کج نگه داشته شدند یقهپنج دق

به مدت  هالوله. یدمعلق گرد SMخشک حاصل در محلول 

اتاق نگه داشته شدند تا  یدر دما به صورت مایل تساع یک
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SM ًبپوشاند. پس از آن  آن راو  کرده یسرسوب را خ کاملا

به مقدار هم حجم آن  ی،اجسام سلول و  PEGاستخراج یبرا

 یورتکس آرام به مدت س یک. پس از یدکلروفرم اضافه گرد

 یرویبا ن یفوژسانتر ی،و فاز آب یجدا کردن فاز آل یبرا یه،ثان

 سلسیوسدرجه  1در یقهدق 21به مدت  g 9999×ز یگر

 یکه حاو یشده و فاز آب یختهر دور یانجام گرفت. فاز آل

 شد. ینگهدار سلسیوسدرجه  1بود در یذرات فاژ

 یالکترون یکروسکوپفاژها با استفاده از م بررسی

درصد فاژها،  صد تأییدو  یکمورفولوژ یبه منظور بررس 

مشاهده  یشدند. برا یهفاژها ته یالکترون یکروسکوپم یرتصاو

 یکروسکوپو م یمنف آمیزیرنگاز روش  یوفاژهاباکتر

( استفاده Philips, CM 10, Netherlands))TEM یالکترون

محلول فرم وار در  یلهبه وس یمس یدهایگر داشد. ابت

 یکپوشش داده شد. سپس  یدکلرا یلنات ید یاکلروفرم و

آن قرار داده شد. پس از خشک کردن  یقطره از نمونه رو

 دیاس یکقطره از رنگ فسفوتنگست یکقطره،  یبخش اضاف

و پس از خشک  یدگرد اضافه (pH 2/7-1/7در صد،  92/9)

و مطالعه قرار  یمورد بررس کترونیال یکروسکوپبا م شدن،

 گرفت.

  هایافته

به منظور مشخص کردن  یقتحق ین: در ایرشد باکتر منحنی

مورد استفاده،  یسلاکتوکوکوس لاکت یهرشد سو یمرحله تصاعد

رسم شد. البته  یب نوررشد با استفاده از جذ ینمودار منحن

 یطمح) ینهبه یطدر شرا یزبانذکر شد، رشد م قبلاًکه  همان طور

M17 (2شکل شد ) ی( بررسسلسیوس درجه 99 یدما و. 
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 سیلاکت لاکتوکوکس رشد یمنحن: 2شکل 

 

 یانقطهحاصل از روش  یج: نتایانقطهحاصل از روش  نتایج

 شودیممان طور که در شکل مشاهده آمده است. ه 2در شکل 

پس  هاپلاک یگذارنقطهدر محل  یوفاژ،باکتر یحاو یهانمونهدر 

 . اندظاهرشده سلسیوس درجه 99در  یونشب انکوباس یکاز 

 

 

 یگذارنقطه روش به ظاهرشده یهاپلاک: 2شکل 

 

 شمارش تعداد فاژها یا یارسنجیع

مربوط به هر رقت را  یها یتپل یون،وباسشب انک یکپس از 

. یدتا حد امکان شمارش گرد هاپلاککرده و  یبررس یقدق به طور

شد که  یجادا یتدر سطح پل یکل یزل ،29-1تا  29-2 یهارقتدر 

، 29-9 مربوط به رقت یت. در پلیدگرد یرممکنشمارش غ عملاً

مربوط  یتپلاک شمارش شد. در پل 219 حدود 9شکل  مطابق

و  ی. پس از بررسیدپلاک شمارش گرد21، حدود 29-7به رقت 

 299حجم ینکهو ا هارقت، با در نظر گرفتن هاپلاکشمارش 

منتقل شده بود، تعداد پلاک در  یتاز هر رقت به پل یکرولیترم

 در هر 1/2× 329برابر با  PFU و یدشده محاسبه گرد یظنمونه تغل

ی خصوصیات مورفولوژیکی آمد. به منظور بررس به دست لیتریلیم

به باکتریوفاژها با میکروسکوپ الکترونی از لیزات فاژی با غلظت 

 .یدآمده استفاده گرد دست
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رقت  به مربوط تیپل: فاژها تعداد شمارش یا عیارسنجی: 9شکل 

 ریش نمونه از شدهتهیه یلاکتوکوکوس فاژ از حاصل 9-29

 ی،جداساز یوفاژهاباکتر ،شیر خام هاینمونهسه عدد از  در

 ی،. از موارد پساب مورد بررسیدندگرد ییو شناسا سازیخالص

 یسلاکتوکوکوس لاکت یمربوط به باکتر یوفاژباکتر گونههیچ

 .یدنگرد یجداساز

مختلف  یوفاژدو باکتر ی،الکترون یکروسکوپبا م یبررس در

 یوجهسر شش  یدارااز آنها  یکی. یدندگرد ییمشاهده و شناسا

به طول  پذیرانعطافنانومتر و دم  11× 99هگزاگونال( با اندازه )

باشد.  یفوویریدهاز خانواده س یدنانومتر بود که به نظر رس 79

است.  شدهدادهنشان  1شکل در  یوفاژباکتر ینا یمورفولوژ

 9سر  یدارا یکیاز لحاظ مورفولوژ 1شکل دوم مطابق  یوفاژباکتر

نانومتر و دم کوتاه، متعلق به  99×19اگونال( با اندازه )هگز یوجه

فاژ متعلق به خانواده  یدسته ا 9بود. در شکل  یریدهپودوو

مشاهده  شدهمتلاشی یباکتر یوارهمتصل به د یفوویریدهس

 .گرددمی

 یریگجهینتو بحث 

 یها یباکتر یتعوامل کاهش فعال ترینمهماز  یکی فاژها

کنترل فاژها در  ینبنابرا؛ هستند یت لبنمحصولا یدآغازگر در تول

 یرخط یفهوظ یک ،پنیر سازیو به خصوص  یلبن هاکارخانه

در  یادز یزاندر صورت حضور فاژ به م ینکه. با توجه به اهست

 ،گیردنمیانجام  یرپن یاماست  یلو تشک یرانعقاد ش یر،نمونه ش

 . هست تینظر حائز اهم یناز ا یآلودگ یزاناطلاع از م ینبنابرا

 Deveau ( به منظور بررسی خصوصیات 2999و همکاران )

مورفولوژیکی باکتریوفاژها با میکروسکوپ الکترونی از لیزات فاژی 

( 7)کردند ( استفاده لیترمیلی در هر PFU 329تا  829با غلظت )

؛ تحقیق مشابهت داشت یندر اکه با غلظت لیزات مورد استفاده 

مقدار را  ینهم یتراسیونت یجهنت ت،یزال سازیغنیپس از  یراز

  نشان داد.

 

از نمونه شیر خام  جداشده: میکروگراف الکترونی باکتریوفاژ 1شکل 

 .(Bar=100nm) یفوویریدهساز خانواده 

 

 

خام از نمونه شیر  جداشده: میکروگراف الکترونی باکتریوفاژ 1شکل 

 (Bar=100nm)از خانواده پودوویریده 

 

 DNAفاقد با سرهای هگزاگونال  یوفاژهاباکتر :9شکل 
(Bar=100nm) 
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 یکلاکت یباکتر یفاژها یوعش یزانم یل،در برز یقیتحق در

توسط  یداس یدتول ییتوانا یو اثرات آنها رو یلبن یعدر صنا یداس

نمونه از  99قرار گرفت.  یمورد بررس یتجار ییکلاکت یاستارترها

که  جدا شدند یوفاژباکتر 29شده و حدود  یآورجمعکارخانه  27

(. در 1بودند ) یسلاکتوکوکوس لاکت همربوط ب فاژ 22 یانم یناز ا

 یفاژ یمحتوا یسهو مقا یبا بررس یادر اسپان یگرید یبررس

مقاومت  یلبه دلکه  یدمشخص گرد یر،و آب پن یرش هاینمونه

 یشتربرابر ب 91 یباًتقرکه  399گونه  یفاژ ها یبالا یذات یحرارت

 یاز فاژ ها ییبالااست، درصد  c2گونه  یاز مقاومت فاژ ها

آب  هاینمونهو در  c2متعلق به گونه  یرش هاینمونهاز  دهجداش

 یدر هلند برا یقی(. در تحق1بود ) 399گونه متعلق به  یرپن

با استفاده  ی،لبن هاییطمحدر  یوفاژهاباکتر یستیتنوع ز یبررس

 هاینمونهجداشده از  یوفاژهایکه باکتر یدمشخص گرد PCRاز 

 P335 یفاژها کهیدرحال ند،بود 399 و c2 یاز نوع فاژها یرآب پن

و همکاران  Deveau 9992(. در سال 4نشدند ) ییشناسا

. راردادندق یرا مورد بررس یلاکتوکوکوس یوفاژباکتر 28 یمورفولوژ

 یاتجزئ یینمشاهده فاژ ها و تع یبرا یالکترون یکروسکوپاز م

 یرمنقبضبلند غ یفاژ، دم ها 21استفاده کردند.  هاآن یساختار

 9 کهیدرحالداشتند.  تعلق یفوویریدهشونده داشته و به خانواده س

 یریدهداشتند و متعلق به خانواده پودوو یکوتاه یفاژ، دم ها

 (.7بودند )

 ی،بر اساس مورفولوژ یلاکتوکوکوس یفاژها یکل وربه ط

و  DNA یتمحدود یالگو ین،پروتئ یل، پروفاDNA یهمولوژ

. سه تا از اندشده یبندطبقه یکیژنت یگونه مجزا22به  ی،سرولوژ

 یعصنا یبرا سازمشکلو  ی( عوامل اصلc2و  P335، 399ها )آن

 جداسازی یهاندر سطح ج هاگونهینااعضاء  چون .باشندیم یلبن

لاکتوکوکال  یفاژ ها %89از  یشسه گونه که ب ین. ااندشده

، چند دهندیم یلرا تشک یلبن یها یطشده از مح یجداساز

و دم  یادو رشته DNAمشترک مهم دارند که شامل ژنوم  یژگیو

 .Siphoviridae (14))خانواده ) استمنقبض شونده  یربلند غ

 یفاژها یسهمقا یبرا آمیزییتموفق به طور یقتحق ینا نتایج

شده از سرتاسر جهان مورد استفاده قرار  یجداساز یلاکتوکوکوس

 یزومتریکسر کوچک ا یک ،399و  P335 یگرفته است. فاژها

شکل دارند  یسر دوک یک c2 ی، وفاژها(B1یپدارند )مورفوتا

 یرمتغ ینچند همنطقه ب یک(. گونه غالب در B2 یپمورفوتا)

فاکتور، نوع کشت استارتر مورد  ترینمهمدارد؛ اما  یبستگ

 یقتحق ینشده در ا جداسازی ی(. فاژها41و  11هست )استفاده 

در رابطه با  قبلاًکه  ییفاژها یهشب یکل یگر چه از نظر مورفولوژ

از نظر  ی، بودند ولاندگردیدهگزارش  یلاکتوکوکوس یها یباکتر

 یخاص یها یپت سدرمیتفاوت داشتند. لذا به نظر  نهااندازه با آ

 یرش یعدر صنا B1 یپبه مورفوتا یهشب یلاکتوکوکوس یاز فاژها

 یقاتموضوع به تحق ینکه البته اثبات ا باشندمی سازمشکل یرانا

 دارد. یازبا تنوع نمونه از مناطق مختلف ن یشترب

Lillehaug  برای استریلیزه کردن محیطM17  از روش

ی هاپلاکاهده گردید که (. چون مش19جوشاندن استفاده کرد )

آگار از طریق جوشاندن ضدعفونی  M17مربوط به پلیت هائی که 

ی پلیت هایی هاپلاکبا  یسهدر مقا دارییطور معنشده بود، به 

 21،سلسیوسدرجه  222آگار از طریق اتوکلاوکردن ) M17که 

 بود.  تربزرگشده بود،  سترون (دقیقه

که محیط های  کرده بودادعا  2372 سال در Douglas قبلاً

(. 16هستند )فسفات تا حدودی به حرارت حساس  گلیسرو یحاو

آگار  M17پلاک میان پلیت های حاوی  یزدر سااختلاف 

 نسبتاًجوشانده شده و اتوکلاو شده، احتمالاً مربوط به محتوای 

 .باشدیم M17 یطدر مح (w/v 3/2٪) بالای گلسیرو فسفات

اتو  یبه جا M17کردن محیط  سترونبرای تحقیق  یندر ا

 29قندی )فشار  از اتوکلاودقیقه(  C°222 ،21) یکلاو عاد

دقیقه( استفاده شد تا از تخریب گلیسروفسفات  29 ،پاسکال

ی حاصل با هاپلاک یسهمقاپس از  جلوگیری شود و این روش

عادی  کلاومربوط به پلیت هایی که آگار از طریق اتو یهاپلاک

 .گرفت ییدتأورد شده بود م سترون

Deveau  فاژها از تک  جدا کردن(، برای 2999)همکاران و

کردند  برداشت یلیترمیلییک  سترونبا یک پیپت  آن راپلاک، 

 ٪2 قبلاًکه  گلوکز % 9.1حاوی  M17مایع (. سپس به محیط 7)

کشت شبانه به آن تلقیح شده بود انتقال دادند. پس از 

را با  نسیونسوسپا ،یزظهور لو  سلسیوسدرجه  99 یونانکوباس

و سهولت  هاپلاکصاف کردند. برای افزایش سایز  11/9فیلتر 

 که شد افزوده آگار رویی لایه به( ٪1/9گلایسین )،شمارش آنها

و مقایسه پلیت  یدهم از همین روش استفاده گرد یبررس این در

هایی که گلایسین نداشتند با پلیتهای حاوی گلایسین، با توجه 

بود،  کاررفتهبهدر حالتی که گلایسین  هاپلاک وضوح بهتربه 

جداسازی و شمارش  در مطالعاتموید نقش مثبت گلایسین 
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مورد مطالعه بود. اینکه گلایسین چگونه تشکیل  یباکتریوفاژها

که  شدهدادهنشان  قبلاً، ثابت نشده است. کندمیپلاک را تحریک 

 رونزین یا گلایسین به دالحاق آمینواسیدهایی نظیر ترئونین، لی

که منجر  ،کندمیمحیط رشد، دیواره سلولی باکتری را تضعیف 

قرارگرفتن آنها درمعرض لیزوزیم و یا  ها حینسلولبه لیز بهتر 

(. افزودن گلایسین به محیط رشد جهت 17شود )لیزین فاژ می 

را  DNAفورماسیون ی اعمال ترانس یکارا،تضعیف دیواره سلولی

 ،(. بطورمشابه18است ) های مختلف افزایش داددرباکتریه

گلایسین ممکن است که تشکیل پلاک را از طریق تضعیف دیواره 

تحریک کرده و بدین گونه فرآیند لیزشدن و آزاد  ،سلولی باکتری

یسین از آنجا که افزودن گل ،شدن فاژها را تسهیل کند. به علاوه

کتری را نشان کاهش سرعت رشد با broth M17)) مایعبه محیط 

درحالیکه اساساً دخالتی درسایز انفجار و دورة کمون فاژ  ،میدهد

حساس  یها یندارد، تعداد ذرات فاژی در برابر سلول های باکتر

در هر مرکز عفونی، ممکن است درپلیت های حاوی گلایسین 

بالاتر از پلیت های استاندارد باشد، پدیده ای که آنهم تشکیل 

 (.       19کند )میپلاک را تحریک 

Lillehaug (1996)  برای سنجش تشکیل پلاک از روش

Overlay که نمونه سوسپانسیون فاژی  یبترت یناستفاده نمود، بد

نیمه  M17معلق در حجم کوچکی از محیط  یباکتربا کشت 

مخلوط شده و ،شده(  نگهداشته C ͦ 19دمایشجامد مذاب )که 

(. این 19)گردید تخلیه  17Mبلافاصله روی پلیت حاوی آگار پایة 

مشابهت داشت.  یدتحقیق انجام گرد یندر ابا آنچه که  ،روش

و باکتریوفاژ، نمک باکتری همراه مخلوط  به حاضر  یقالبته در تحق

2CaCl  که این کار به منظور مستعد کردن  یداضافه گردهم

لاکتوکوکوسی جهت اتصال ذرات ویروسی انجام گرفت.  یهاسلول

 Lillehaug یدر بررسهم  یانقطه روشپلاک به  برای سنجش

میکرولیتر سوسپانسیون فاژی پس از سفت  29، (13) (1996)

باکتری روی آن چکانده شد.  هایسلولشدن آگار رویی حاوی 

 تحقیق انجام شد مشابهت داشت.  در اینکه با آنچه 

 هاینمونهاز  یکم نسبتاًدر مقاله حاضر درصد  ینکهوجود ا با

 ینکهگرفتن ا در نظروجود و با  ینبا ا یفاژ بودند ول یحاو یرش

 یجداساز یرانبار در ا یناول یبرا یقتحق ینمربوط به ا یفاژها

 هرگز کاهشمراحل مختلف  یکنترل فاژ در ط یتاهم یدند،گرد

و انتشار  یوعبا ش تواندمی یزدرصد کم ن ین. چون همیابدنمی

ار آورد. اگر تعداد ذرات کارخانه فاجعه به ب یکدر سطح  یعوس

کم  یرمقاد یول کندمی یریباشد از رشد کشت جلوگ یادز یفاژ

و  ی. با توجه به جداسازکندمیرا متوقف  یداس یدفقط رشد و تول

از  شدهتهیه یرهایاز ش یسلاکتوکوکوس لاکت یفاژها ییشناسا

که  ییبا فاژها یو مشابهت آن ها یمحصولات لبن یدتول کزمر یک

 یلبن یعو خسارت در صنا یآلودگ یجادعمده باعث ا به طور

 یدفاژها در کاهش راندمان تول ینبه نقش ا ید. لذا باشوندمی

 یاحتمال یراهکارها یبررس ینمبذول گردد. همچن یتوجه کاف

 یعدر صنا ژیفا یمبارزه با آلودگ یموجود در سطح کشور برا

  .شودمی یشنهادآنها پ یتموفق یزانم یو بررس یلبن

 قدردانیو  تشکر

 یلاتو تحص یتوسط معاونت پژوهش یقتحق ینا یمنابع مال 

 .یدگرد ینتأمدانشگاه اصفهان  یلیتکم
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