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Background and Aims: Bacteriophages are mandatory bacterial parasites that are harmless 

to human and animal, which are used by dipping or spraying in food as natural antimicrobial 

agents. The use of these methods leads to wasting or trapping of phage in food, but its 

immobilization on the polymer surface facilitates the contact of phage with the host cell at the 

food surface. Therefore, the aim of this study was to immobilize the lytic phage of Escherichia 

coli on the cellulose acetate film and investigate of its antimicrobial effect. 

Materials and Methods: Escherichia.coli bacteria was incubated at 37°C for 24 hours, and 

the antimicrobial effect of phages was evaluated through plaque forming. The cellulose acetate 

film was prepared by casting, then modificated by plasma, and immersed in a suspension of phage 

(1010 PFU/ml) and incubated at 37 °C for 24 hours with slow shaking, then the number of 

immobilized phages was estimated. To confirm the immobilization, FESEM was done. The 

antimicrobial effect of the active film was evaluated by disk diffusion and the release rate and 

antimicrobial activity of immobilized phages were investigated in 14 days. 

Results: Phages formed clear plaques against E.coli. Modification of film by plasma 

resulted in uniform immobilization (108 PFU/ml) that FESEM revealed it. The active film (with 

zone diameter 12 mm) showed stronger antimicrobial effect than the antibiotic ampicillin (positive 

control sample with zone diameter 8 mm). 11 days after the immobilization, the number of 

immobilized phages decreased from 108 to 106 (PFU/ml) and released from the film surface, 

afterwards did not release. The antimicrobial activity of active film was decreased due to the 

absence of host bacteria continuously in 15 days, so that the host bacteria population increased 

from 3 to 5.3 LOG CFU/ml. 

 Conclusions: In spite of reducing the antimicrobial activity of cellulose acetate active film 

over the time, due to the presence of host bacteria at food surface and its high potential in 

destroying the host bacteria, it can be used to increase of food safety in food packaging. 
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ی ورغوطهی هاروشبرای انسان و حیوان هستند که با  خطریبی اجباری باکتریایی و هاانگلباکتریوفاژها  :زمینه و هدف

 دامبهموجب هدررفتن و یا  هاروش. استفاده از این روندیم به کارعوامل ضدمیکروبی طبیعی در مواد غذایی  عنوانبهیا اسپری 

. دکنیم؛ اما تثبیت آن بر سطح پلیمر، تماس فاژ با سلول میزبان در سطح مواد غذایی را تسهیل شودیمافتادن فاژ در مواد غذایی 

 بر فیلم استات سلولز و بررسی اثر ضدمیکروبی آن بود.اشریشیا لذا هدف این مطالعه، تثبیت فاژ لیتیک 

اثر ضدمیکروبی فاژها  ی وگذارخانهگرم سلسیوسدرجۀ  37در دمای ساعت  24 مدتبه اشریشیاباکتری  :کارروش و مواد

یونی ی تهیه و سپس تحت تیمار پلاسما اصلاح و در سوسپانسزیرقالب روشبهاز طریق تشکیل پلاک ارزیابی شد. فیلم استات سلولز 

سپس ی شد. گذارخانهگرم سلسیوسدرجۀ  37ساعت با لرزش آرام در دمای  24 مدتبهو  ورغوطه( LPFU/m 1010از محلول فاژ )

انجام گرفت و اثر ضدمیکروبی فیلم فعال  FESEMتثبیت فاژها، تصویربرداری  دییتأتخمین زده شد. برای  شدهتیتثبتعداد فاژهای 

 روز بررسی شد. 14طی  شدهتیتثببا روش انتشار دیسک ارزیابی و میزان انتشار و فعالیت ضدمیکروبی فاژهای 

 تشکیل دادند. اصلاح فیلم از طریق پلاسما منجر به تثبیت یکنواختاشریشیا ی واضحی علیه باکتری هاپلاکفاژها  ها:یافته

LPFU/m 810  فاژ شد که تصاویرFESEM یآمپ کیوتیبیآنت( نسبت به متریلیم 12کرد. فیلم فعال )با قطر هالۀ  دییتأ آن را

روز، تعداد فاژهای  11پس از گذشت ی داشت. تریقو( اثر ضدمیکروبی متریلیم 8)نمونه کنترل مثبت با قطر هالۀ  نیلیس

( کاهش و از سطح فیلم انتشار یافتند و پس از آن انتشاری صورت نگرفت. فعالیت ضدمیکروبی PFU/ml) 610به  810از   شدهتیتثب

 LOGبه  3جمعیت باکتری میزبان از  کهنحوی مداوم باکتری میزبان کاهش یافت؛ به حضورنداشتن علتبهروز،  15فیلم فعال طی 

CFU/mL 3/5 .افزایش یافت 

ح حضور باکتری میزبان در سط علتبهفعال استات سلولز طی زمان،  لمیف کاهش فعالیت ضدمیکروبی رغمیعل :گیرینتیجه

ی مواد بندبستهافزایش ایمنی غذا در  منظوربهاز آن  توانیممواد غذایی و پتانسیل بالای فیلم فعال در نابودی باکتری میزبان، 

 غذایی استفاده کرد. 

 

 ی مواد غذاییبندبستهضدمیکروبی، استات سلولز،  باکتریوفاژ، عوامل ،اشرشیا  کلمات کلیدی:
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مهمقد
فساد مواد  ۀاز عوامل عمد مواد غذایی، سطحدر رشد میکروبی 

ی و طیمحستیزی هاینگرانوجود  لیدلبهامروزه غذایی است. 

برای محصولات غذایی با کیفیت و  کنندگانمصرفافزایش تقاضای 

ی هاپوششو  هالمیفماندگاری بیشتر، به استفاده از 

 حاوی هالمیبرخی از این ف .شودتوجه بیشتری می ریپذبیتخرستیز

مواد غذایی را  یبنابراین عمر نگهدار هستند؛ مواد ضدمیکروبی

 ۀمحض تماس با سطح مادبه هالمیف گونهنیا .دهندیافزایش م

ی هالمیف (.1) کنندیاز رشد میکروبی جلوگیری م ،غذایی

ی فعال هستند که ترکیبات هایبندبستهضدمیکروبی نوع خاصی از 

، از فساد میکروبی مواد غذایی جلوگیری آنهاضدمیکروبی موجود در 

 دهندیمرا کاهش  زایماریبی هاسمیکروارگانیمکرده و خطر رشد 

یی بین غذا، مادۀ هاکنشبرهمی فعال شامل بندبسته درواقع. (2)

 پزشکی ایران یشناسکروبیممجله 
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ر عین که د استش( و اتمسفر گازی داخل بسته ی )یا پوشبندبسته

، قادر به افزایش کندیمحال که کیفیت و امنیت محصول را حفظ 

 ۀدانواخفی از نباسیل گرم م کی اشرشیا (.3) ستماندگاری آن نیز ه

 مثلانسانی  یهاکه بسیاری از عفونت انتروباکتریاسه است

مجاری  صفرا وژیت نوزادان، عفونت کیسه ننگاستروانتریت، م

 کلیوی در کودکان را یهاییادراری و نارسا یهاعفونت، صفراوی

یامعدهی هایماریبیکی از عوامل مهم  اشرشیا. شودیموجب م

به انسان  باکتریچهار راه برای انتقال این . استی در انسان اروده

تعریف شده است: انتقال غذازاد، انتقال از طریق آب، تماس با 

، آنهاکه مواد غذایی آلوده به  انتقال شخص به شخص حیوانات و

ا مواد غذایی ببه انسان است.  عفونتراهی مناسب برای انتقال این 

 و شیر زهیرپاستوریغ یهاوردهافر طیور، دامی مانند گوشت، أمنش

باکتری به این مواد غذایی در انتقال  نیترسوسیس از جمله مهم

 ویژههسبزیجات آلوده ب ،وارد. در برخی مشوندیانسان محسوب م

 یهاوهیمخوراکی، خیار و آب یهایکاهو، اسفناج، سبز

. لذا کنترل (4)دارند به انسان نقش  آننیز در انتقال  زهیرپاستوریغ

 ی و توزیع، حائزبندبستهدر مراحل تولید،  هافرآوردهکیفیت این 

طور به هایباکتری در کیوتیبیآنتپیدایش مقاومت  (.5)اهمیت است 

است که در حال حاضر  هاکیوتیبیآنتعمده ناشی از افزایش مصرف 

یکی از  (.6) شودیمیک خطر جدی تلقی  عنوانبهاین مسئله 

 صورتبهی اجتناب از آلودگی مواد غذایی، عرضۀ مواد غذایی هاروش

ی از مواد اشدهبردن مقادیر کنترلکاربهی است. بندبسته

موجب افزایش ماندگاری  تواندیمی بندبستهضدمیکروبی در مواد 

مواد غذایی از  کنندگانمصرف. با افزایش آگاهی شودمواد غذایی 

ی شیمیایی، توجه بشر به استفاده از هانگهدارندهاثرات مضر 

. باکتریوفاژها )فاژها( (7)ی طبیعی معطوف شده است هانگهدارنده

 خطریبی اجباری باکتریایی هستند که برای انسان و حیوان هاانگل

عوامل ضدمیکروبی طبیعی مناسب  عنوانبه توانندیمهستند؛ لذا 

 درون کاربهی باکتریایی انسان هاعفونتدر مواد غذایی و یا درمان 

در تمام سطوح تولید مواد غذایی از مزرعه تا  توانندیمفاژها  (.8)

ی هایباکتری مواد غذایی برای کنترل سازرهیذخفراوری و یا 

ی و یا ورغوطهی هاروشبا  توانندیمروند. فاژها  به کار زایماریب

موجب  هاروشاسپری کردن در مواد غذایی استفاده شوند؛ اما این 

یضدعفونشدن ذرات فاژ توسط بقایای مواد هدررفتن و یا غیرفعال

یم، روندیم به کاری ی که برای تمیزکردن سطوح فراوراکننده

. همچنین استفادۀ مداوم از فاژها در محیط فراوری، احتمال شوند

ایجاد مقاومت باکتریایی ناشی از تداوم حضور فاژ و باکتری را فراهم 

واد ی مبندبسته. بنابراین استفاده از فاژهای لیتیک در سازدیم

شدن فاژها طی فراوری مواد غذایی از غیرفعال تواندیمغذایی، 

، یبندبستهی استفاده از فاژها در هاروشیکی از  (.9)جلوگیری کند 

ت فاژها . تثبیاستی بندبستهفاژهای لیتیک بر سطح مادۀ  تیتثب

روی پلیمر مناسب، تماس فاژ با سلول میزبان موجود در سطح مواد 

ی است که افزودن فاژ مایع به در حال، این دکنیمغذایی را تسهیل 

یمافتادن فاژ در ماتریکس مواد غذایی  به داممواد غذایی موجب 

. در این روش ابتدا سطح پلیمر، اصلاح شده و معمولاً فاژها از شود

ی اهرندهیگقسمت سر )بار منفی( به جاذب متصل شده و از طریق 

باکتری موجود در سطح باکتری، مواد ژنتیکی خود را وارد سلول 

پلاک در محیط کشت  نامبهکرده و آن را تجزیه کرده و حفراتی 

 عنوان یـکتغییـر سـطح یـک پلیمـر به. (10) کندیمایجاد 

 ؛شـودیمحـسوب مـ بیولوژیکبرای اتـصال ترکیبـات  ازینشیپ

 بـرای اتـصال بـه پلیمرهـا بـه هـاومولکـولیب نکـهآ ـلیدلبـه

طور معمـول نیـاز دارنـد کـه ایـن حالـت بهی عاملی خاص یهاگروه

نام ایجاد به در پلیمرهـا وجـود نـدارد و تحـت عملیـات خاصـی

 شودیمبا تکنولوژی پلاسما میسر خواص عملکردی در سطح پلیمر 

ی شیمیایی با وجود سادگی، امکان تغییر نامناسب هاروشدر  (.11)

بودن برخی و سمیی آلی هامحلولمشخصات مکانیکی، هدررفتن 

 گونهنیاوجود دارد که سبب محدودیت کاربرد  هامحلولاز این 

ی فیزیکی در اصلاح سطوح هاروش. در مقابل، شودیم هاروش

ی شیمیایی، دارای بازدهی و کارایی هاروشپلیمری نسبت به 

یک  عنوانبهبیشتری هستند. اصلاح سطح پلیمر از طریق پلاسما 

، ذرات برانگیخته، هااتم، هاالکترونۀ طواسبهروش فیزیکی، 

که  شودیمدادن فرایندهای شیمیایی بر سطح سبب رخ هاکالیراد

سطح پلیمر را از لحاظ شیمیایی فعال کرده و خواصی چون  تواندیم

اد، ی آزهاکالیرادتقویت کند. پلاسما با ایجاد  آنچسبندگی را در 

پلیمر  یهامولکول، پیوندهای متقابل بین نشدهاشباعترکیبات آلی 

شدن سطح ی پلیمری در سطح پلیمر، موجب فعالهارهیزنجو قطع 

تکنولوژی استفاده  (.12) شودیمو همچنین افزایش دسترسی سطح 

یماریبی هایباکتربرای کنترل و شناسایی  شدهتیتثباز فاژهای 

تی مناسب کرده ی زیسهاجاذب، محققان را ملزم به استفاده از زا

پلیمرهای طبیعی است که  نیترفراوانسلولز یکی از  (.13)است 

 صرفهبهمقرونی فیزیکی مناسب و هایژگیوداشتن ترکیب و  لیدلبه

پلیمری مناسب برای  عنوانبه تواندیم، ستیزطیمحو سازگاری با 

استات سلولز نیز یکی از  (.10)رود  کار بهمواد بیولوژیکی  تیتثب

 بویب، آمورف، ریپذبیتخرکه پلیمری زیست استمشتقات سلولزی 

بتواند پلیمر مناسبی  شودیمی نیبشیپکه  (14) استو غیرسمی 

تاکنون در ایران از فاژها در  که ییآنجابرای تثبیت فاژها باشد. از 
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ت فاژ بیی استفاده نشده است، هدف از این مطالعه تثبندبستهمواد 

یابی استات سلولز و ارز لمیفبر  اشرشیالیتیک اختصاصی باکتری 

 نیامنظور کنترل رشد کارایی ضدمیکروبی فیلم فعال حاصل، به

 .استی در شرایط آزمایشگاهی باکتر

 هاروشمواد و 
باکتری میزبان  عنوانبه( ATCC: 1330) اشرشیاباکتری 

ی علمی و صنعتی ایران تهیه و فاژ هاپژوهشاز سازمان )هدف( 

تعلق داشت نیز  دهیریویتکتبه خانوادۀ  که آنلیتیک اختصاصی 

 .(15) از فاضلاب ایزوله شد (1394) همکاران و Zareروشبه

دی متیل استامید و  -استات سلولز، استون، ان، ان مواد:

گرم  NaCl ،2گرم  8/5)بافر  SMگلیسرول )مرک، آلمان(، 

MgSo4،50 تریلیلیمHCl -Tris 1  ،محلول  تریلیلیم 5مولار

ی هاکشتمحیط درصد وزنی ـ حجمی ژلاتین( )مرک، آلمان(، 2

 Muellerمولر هینتون آگار ) (،NB -Nutrient Brothنوترینت براث )

MHA -Hinton Agar لوریا برتانی )( وLB-Luria Bertani ،مرک( )

 آلمان(.

 با تکنیک پلاسما تولید و اصلاح فیلم استات سلولز

تهیه شد. ( Castingی )زیرقالب روشبهاستات سلولز  لمیف

حجمی استات سلولز ـ  وزنی درصد4 این منظور ابتدا محلولبرای 

استات سلولز در حلال تهیه شد که ی هاتکهافزودن  از طریق

با )دی متیل استامید ـ  استون و ان، انشدۀ استفادهی هاحلال

 ـ وزنی) حجم حلالدرصد 5/0 زانیمبه سپسبود. ( 2:1 نسبت

محلول حاصل و  اضافه شد کنندهنرمعنوان گلیسرول به(، حجمی

روی همزن  سلسیوسدرجۀ  25ساعت در دمای  24مدت به

در  شدههیبعد، محلول پلیمری ته ۀگرفت. در مرحل مغناطیسی قرار

ساعت  24مدت بهو  ریخته متریسانت 10قطر  به یاشهیشی هاقالب

پس از  قرار داده شد و سلسیوسدرجۀ  45ی در آون با دما

ی هالیتحلوهیتجزاز سطح قالب جدا و برای  هالمیفشدن، خشک

برای  .(16)ی شدند نگهداربعدی در دسیکاتور حاوی سیلیکاژل 

 2× 2یی از فیلم استات سلولز به اندازۀ هابرشاصلاح فیلم نیز، 

، متریسانت 30انیه در اتاقکی به قطرث 30 مدتبهتهیه و  متریسانت

تحت تیمار پلاسمای  توریلیم 230وات و فشار  40در توان 

ی تیمارشده در هالمیفقرار گرفتند. سپس  فشارکماتمسفری 

ی دربسته گذاشته و بلافاصله به آزمایشگاه منتقل شدند هاپوشش

(17). 

ی و تقویت فاژ سازفعالی سویۀ باکتری، سازآماده

 اشرشیاکلیلیتیک اختصاصی 

ر در شرایط استریل و در زی اشرشیای باکتر آمپول لیوفیلیزه

 5/0حدود  ،سپس با استفاده از سمپلر .هود لامینار شکسته شد

تا  شد استریل به آن اضافه NBکشت  از محیط تریلیلیم

به  سوسپانسیون باکتری سوسپانسیون باکتری حاصل شود. سپس

 37در دمای ساعت  24مدت به منتقل و LB جامد محیط کشت

ی فاژ سازفعال برای .(18)شد  یگذارخانهسلسیوس گرم درجۀ

یغنۀ کلسیم کلرید لیوسبه LB، ابتدا محیط کشت مایع مدنظر

ی شد. تکثیر فاژها با استفاده از روش آگار دولایه انجام و سپس ساز

 (.10)ی شدند نگهدار سلسیوسدرجۀ  4دمای  در هاتیپل

ارزیابی فعالیت ضدمیکروبی و مشاهدۀ پلاک فاژ و 

 تعیین تیتر

درجۀ  37در دمای  روزشبانهیک  مدتبه اشرشیای باکترابتدا 

سپس  ی شد.گذارخانهگرم LBدر محیط کشت مایع  سلسیوس

جامد محیط نیمه تریلیلیم 5میکرولیتر از باکتری میزبان به  100

LB  اضافه و به یک پلیتLB  .دقیقه صبر کرده تا  15منتقل شد

 10سریال تهیه کرده و  رقتمحیط سفت شد. سپس از فاژ 

یی که فعال شده و در هایباکترمیکرولیتر از محلول فاژ، به سطح 

 هاتیلپچمنی پخش شدند.  صورتبه، اضافه و اندگرفتهفاز رشد قرار 

ی گذارخانهگرم سلسیوسدرجۀ  37در دمای  روزانهشبیک  مدتبه

کردن ، به توانایی فاژ در تجزیههاپلاکشدند. سپس با مشاهدۀ 

 از طریق  هاپلاکو با شمارش تعداد  بردهباکتری میزبان پی 

 .(19)(، تعداد ذرات فاژ در سوسپانسیون مشخص شد 1)رابطۀ 

 
 

 ن باآ دییتأتثبیت فاژ بر سطح فیلم استات سلولز و 

( FESEMمیکروسکوپ الکترونی روبشی گسیل میدانی )

(Scanning Electron Microscope Emission-Field) 

با  دهشاصلاحی هالمیففاژ بر سطح فیلم، ابتدا  تیتثببرای 

برش زده شدند.  متریسانت 2×2به ابعاد  نشدهاصلاحتیمار پلاسما و 

 PFU/mlاز محلول فاژ با تعداد مشخص ) تریلیلیم 5سپس در 
درجۀ  4در دمای  روزشبانه 1 مدتبهشده و  ورغوطه(، 1010

حلول از م هالمیفی شدند. سپس گذارانکوبهبا لرزش آرام  سلسیوس

در محلول از طریق تهیۀ  ماندهیباقحاوی فاژ خارج شده و میزان فاژ 

http://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=sem&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwj7y5-F7snRAhVMb5oKHexWCLQQFggtMAI&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FScanning_electron_microscope&usg=AFQjCNEekuDt-_-QqkZ_B3FxFfUbsurecg&bvm=bv.144224172,d.d2s
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 شد. از تفاضل تعداد فاژ اولیه نییتعسریال با روش آگار دولایه  رقت

حلول، تعداد در م ماندهیباقبرای تثبیت بر بستر پلیمری و تعداد فاژ 

( محاسبه شد. قبل از استفاده، شدهتیتثبافتاده ) دامبهفاژهای 

برای تأیید  .(10)داده شدند  وشوشستبافر  SMمرتبه در سه هالمیف

ی بردارریتصوشدن فاژها بر سطح فیلم استات سلولز نیز تثبیت

FESEM ( شرکتZEISS مدل ـ  آلمانSigma VP .استفاده شد )

ی از اهیلادقیقه با  5 مدتبه هالمیف، هانمونهی از بردارعکسقبل از 

 26طلا پوشانده شدند. از سیستم تحلیل تصویری با شتاب ولتاژ 

 .(20)استفاده شد  لوواتیک

 ارزیابی فعالیت ضدمیکروبی فیلم فعال استات سلولز

ک فعال از روش انتشار دیس لمیفبرای بررسی اثر ضدمیکروبی 

فعال  لمیفاز  متریلیم 6یی به قطر هاسکیداستفاده شد. ابتدا 

که از قبل  MHAاستات سلولز تهیه و در پلیت حاوی محیط کشت 

 CFU/ml 610با غلظت  اشرشیای هایباکتربا سوسپانسیونی از 

نفی و کنترل م عنوانبهتلقیح شده است، قرار گرفت. فیلم فاقد فاژ 

کنترل مثبت انتخاب شدند.  عنوانبهنیز  نیلیسیآمپدیسک حاوی 

 سلسیوسدرجۀ  37ساعت در دمای  24 مدتبه هاتیپلسپس 

ر ی قطریگاندازهی شدند. ناحیۀ بازدارندگی از طریق گذارخانهگرم

 (.21)هالۀ رشدنیافتگی تعیین شد 

شده تتثبیی فاژهاارزیابی انتشار و قابلیت ضدمیکروبی 

 طی زمان در محیط مایع

م یلفشده از سطح یتتثبمنظور ارزیابی انتشار فاژهای به

یلم فعال تهیه و فمتر از یسانت 5/2 به قطریی هابرشاستات سلولز، 

بافر، قرار گرفت. پس از گذشت  SMلیتر یلیم 10در ظرف حاوی 

شده و سریال تهیه  رقتدقیقه، از محلول بافری موجود در ظرف،  5

به محلول با روش آگار دولایه بررسی شد.  منتشرشدهمیزان فاژهای 

روزانه از اولین روز تثبیت فاژ بر سطح فیلم تا  صورتبهاین آزمون 

 (.21)روز انجام شد  14

ر سطح شده بیتتثببرای ارزیابی قابلیت ضدمیکروبی فاژهای 

ا در دمای روز، فیلم فعال در ظرف غیرقابل نفوذ به هو 15فیلم طی 

اشباع نیز برای  کلرید( ذخیره و از باریم سلسیوسدرجۀ  25اتاق )

درصد استفاده شد. باکتری میزبان نیز 80-86ایجاد رطوبت نسبی 

ی گذارخانهگرم سلسیوسدرجۀ  37ساعت در دمای  24 مدتبه

تهیه و  CFU/ml 310شد. سپس سوسپانسیونی از باکتری با رقت 

های فعال و شاهد )فیلم یلمفمتر از یسانت 5/2یی به قطر هابرش

لیتر از یلیم 9توسط پلاسما( تهیه و در  شدهاصلاحو  نشدهاصلاح

مانده در یباقاین سوسپانسیون قرار داده شد و میزان باکتری 

پس از  15و  10، 5، 1آزمون در روزهای  4سوسپانسیون طی 

 (.22) یری شدگاندازههای فعال و شاهد یلمفسازی یرهذخ

 هاافتهی
مشاهدۀ اثر ضدمیکروبی فاژ و تشکیل پلاک و تعیین 

 تیتر آن

حاوی  LB، در محیط کشت اشرشیافاژ اختصاصی باکتری 

ی واضحی تشکیل دادند که از طریق نقاط هاپلاک اشرشیاباکتری 

 وضوحبهشده در سطح محیط کشت لیزشده و حفرات تشکیل

با فاژهای موجود در محلول نیز  (. تعداد1شدند )شکل  تیرؤقابل

  تخمین زده شد. PFU/ml 1010 محاسبه شده و 1رابطۀ  استفاده از

 

از طریق فاژ  جادشدهیای هاپلاکلیزشده و  اشرشیا یهایباکتر. 1شکل 

 با استفاده از روش آگار دولایه

 ز بر سطح فیلم استات سلول شدهتیتثبارزیابی تعداد فاژهای 

با  شدهاصلاحی استات سلولز هالمیفکردن  ورغوطهپس از 

 مدتبه PFU/ml 1010در محلول حاوی  نشدهاصلاحتیمار پلاسما و 

افتاده دامبهاز محلول، میزان فاژهای  هالمیفکردن ساعت و خارج 24

از طریق تفاضل فاژهای موجود در محلول  هالمیفشده( بر )تثبیت

و فاژهای موجود در محلول پس  آمد دستبهاولیه که با تعیین تیتر 

، تخمین زده شد. نتایج حاصل نشان داد که از میزان لمیفاز خروج 

دهد فاژ در محلول باقی مانده که نشان می PFU/ml 210فاژ اولیه، 

PFU/ml 810 فاژ بر سطح فیلم تثبیت شده است. تصاویر FESEM 

 تثبیت ۀدکنندییتأی خوببه، شدهاصلاحی هالمیفاز سطح  شدهگرفته

آمده  2یکنواخت فاژها بر سطح فیلم استات سلولز بوده که در شکل 

فاژ   PFU/ml 410نیز  نشدهاصلاح لمیفاست. همچنین بر سطح 

ۀ جذب و اتصالات فیزیکی و تصادفی دهندنشانشمارش شده که 

شوی سطح فیلم در وفاژها به سطح پلیمر بوده که در اثر شست



 ...از طریق تثبیت باکتریوفاژ لیتیک اشرشیابیوکنترل باکتری  |و همکاران سمانه فرجی کفشگری
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کاهش یافته  شمارشرقابلیغان آن به حد ، میزبافر SMمحلول 

 است. 

 مشاهدۀ فعالیت ضدمیکروبی فیلم فعال استات سلولز 

استات سلولز، در محیط  فعالستیزاثر ضدمیکروبی فیلم 

 سلسیوسدرجۀ  37در دمای  اشرشیاتلقیح شده با  MHAکشت 

اکتری بعلیه  شدهتیتثبفاژهای فعالیت ضدمیکروبی ارزیابی شد. 

و مشاهده  بای و کیفی در محیط آزمایشگاه صورت کمّبه مذکور،

که در شکل  طورهمان .شدتعیین  نیافتگیرشد ۀقطر هال یریگاندازه

نترل نمونۀ ک عنوانبه، فیلم استات سلولز فاقد فاژ شودیممشاهده  3

 توانیمهالۀ رشدنیافتگی تشکیل نداد. بنابراین  گونهچیهمنفی، 

روبی در اثر ضدمیک گونهچیهنتیجه گرفت که اصلاح فیلم با پلاسما، 

نمونۀ کنترل  عنوانبهنیز  نیلیسیآمپآن ایجاد نکرده است. دیسک 

تشکیل داد. قطر هالۀ  متریلیم 8مثبت هالۀ رشدنیافتگی به قطر 

بود که  متریلیم 12رشدنیافتگی اطراف فیلم فعال استات سلولز 

کروبی فاژ لیتیک اختصاصی نسبت به باکتری اثر ضدمی نشانگر

 . کاررفته نیز بیشتر بودبه کیوتیبیآنتاست. میزان این اثر از  اشرشیا

 

 

 بر سطح فیلم استات سلولز شدهتیتثب ز فاژهای لیتیک اختصاصی اشرشیاا FESEMتصاویر  .2شکل 

A ؛)نمونه کنترل(: فیلم استات سلولز فاقد فاژB  ؛بر سطح فیلم استات سلولز شدهتیتثب: فاژهای C بر سطح فیلم استات  شدهتیتثب: تراکم و یکنواختی فاژهای

  شدهاصلاحسلولز 

 

 
. اثر ضدمیکروبی فیلم زیست فعال استات سلولز دارای فاژ لیتیک 3شکل 

 رشیااشعلیه باکتری  اشرشیااختصاصی 

A ،)نمونۀ کنترل منفی )فیلم فاقد فاژ :B فیلم فعال )دارای فاژ :

 (نیلیسیآمپ: نمونه کنترل مثبت )دیسک C(، شدهتیتثب

 

از سطح فیلم و  شدهتیتثبارزیابی انتشار فاژهای 

 در محیط مایع طی زمان آنهاقابلیت ضدمیکروبی 

با تیمار پلاسما در  شدهاصلاحپس از قراردادن فیلم 

 PFU/ml زانیبه م، PFU/ml 1010سوسپانسیونی از فاژ با غلظت 
م از سطح فیل فاژهافاژ بر سطح آن تثبیت شد. انتشار  از ذرات 810

آورده شده  4ی شد که نتایج آن در شکل ریگاندازهروز  14طی 

 11، پس از گذشت شودیممشاهده  5که از شکل  طورهماناست. 

از  شدهتیتثببر سطح فیلم، میزان فاژهای  فاژهامان تثبیت روز از ز
وجود اتصالات  تواندیم. دلیل این امر کاهش یافت 610به  810

ضعیف میان برخی از فاژها با سطح پلیمر باشد که در اثر قرارگیری 

روز، به درون محلول منتشر  11 مدتبهروزانه در محلول بافری 

کاهشی در میزان  14تا پایان روز  11پس از روز  نیهمچن. اندشده

ان ایجاد اتصالات قوی می انگریبمشاهده نشد که  شدهتیتثبفاژهای 

 که گفته شد، طورهمانبا سطح پلیمر بوده است.  فاژهابسیاری از 
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شدن در ورغوطهفیلم شاهد )تیمارنشده با پلاسما( پس از 

ذره فاژی را  410، حدود PFU/ml1010سوسپسانسیون فاژ با غلظت 

از طریق جذب فیزیکی به سطح خود جذب کرده که نتایج ارزیابی 

انتشار فاژ آن نشان داد که این میزان در روز سوم به زیر حد 

شناسایی رسیده است. این مسئله کارایی تیمار پلاسما در اصلاح 

طح کارایی آن در تثبیت فاژ بر س جهیدرنتسطح فیلم استات سلولز و 

 .دهدیمی نشان خوببهفیلم را 

 

 
 از سطح فیلم استات سلولز )فعال و فاقد فاژ( طی زمان شدهتیتثب. نمودار انتشار فاژهای 4شکل 

 

 شدهتیتثبنتایج ارزیابی قابلیت ضدمیکروبی فاژهای 

 بر سطح فیلم در محیط مایع طی زمان

 ( وشدهتیتثبی فعال )دارای فاژ هالمیفی سازرهیذخپس از 

-86روز در ظرف نفوذناپذیر به هوا، در رطوبت نسبی  15شاهد طی 

روزه در 5در فواصل زمانی  هالمیفدرصد در دمای اتاق،  80

( قرار یااشرشی میزبان )باکتراز  CFU/ml 310سوسپانسیونی حاوی 

درجۀ  37ی در دمای گذارخانهگرمساعت  18-24گرفتند و پس از 

در سوسپانسیون،  ماندهیباق اشرشیای هایباکتر، جمعیت سلسیوس

 1شمارش شد که نتایج آن در جدول  15و  10، 5، 1در روزهای 

 آورده شده است.

ی فیلم هانمونه، شودیممشاهده  1که در جدول  طورهمان

ر اث گونهچیهشده با پلاسما( نشده و اصلاحشاهد فاقد فاژ )اصلاح

ا . اثر ضدمیکروبی فیلم فعال نیز باندندادهضدمیکروبی از خود نشان 

در روز اول پس از  کهیطوربهگذشت زمان کاهش یافته است؛ 

ی فیلم و تثبیت فاژ، فیلم اثر ضدمیکروبی قوی داشته و سازآماده

به زیر حد شناسایی )کمتر از  CFU/ml 310را از  هایترباکجمعیت 

سیگل لگاریتمی( کاهش داده است. اما با گذشت زمان، میزان اثر  1

 15در روز  کهیطوربهضدمیکروبی فیلم فعال کاهش یافته است؛ 

 3/5، جمعیت باکتریایی افزایش و به هالمیفی سازرهیذخپس از 

(log CFU/ml ) فعال نتوانسته مانند روزهای رسیده است و فیلم

اولیۀ پس از تولید و تثبیت فاژ، مانع رشد میکروبی شود. این مسئله 

رفتن بقای فاژ در فیلم در شرایط آزمایشگاهی مربوط به ازدست

ی در تماس با مادۀ غذایی نبوده سازرهیذخ؛ زیرا فیلم فعال طی است

تماس با شده بر سطح آن نیز در است. درنتیجه فاژهای تثبیت

 مدتبه توانندینمگفت که فاژها  توانیم. بنابراین اندنبودهباکتری 

 لحانیاطولانی بدون باکتری میزبان به بقای خود ادامه دهند. با 

شده معمولا بین یگذارخچالی محصولات ینگهدارکه عمر  میدانیم

از این فیلم فعال در کنترل جمعیت  چنانچهروز است؛  10-3

 کارآمد واقع شود.  تواندیمباکتریایی این محصولات استفاده شود، 
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 . قابلیت ضدمیکروبی فیلم زیست قعال در محیط مایع طی زمان1جدول 

(LOG CFU/MLتعداد باکتری ) نمونه 

 آزمون چهارم

 (15)روز 

 آزمون سوم

 (10 )روز

 آزمون دوم

 (5)روز 

 آزمون اول

 (1)روز 
 

 شدهفیلم زیست فعال استات سلولز دارای فاژ تثبیت ≤1 2/1 8/3 3/5

 نشده(نمونۀ شاهد )فیلم استات سلولز اصلاح 5/6 3/6 6 8/6

 شده با پلاسما(نمونۀ شاهد )فیلم استات سلولز اصلاح 8/5 2/6 9/5 1/6

 

 گیرینتیجهو  حثب
 در مواد آنهای غذازاد و شناسایی سریع هاپاتوژن مؤثرکنترل 

 کنندگانمصرفغذایی، امری ضروری برای اطمینان از ایمنی غذایی 

به هالمیفعال، استفاده از ف یهایبنداساس برخی از بسته. است

رشد  همراه مواد ضدمیکروبی است که باعث محدودکردن یا کاهش

عوامل  عنوانبهفاژها . شودیدر سطح مواد غذایی م هاسمیکروارگانیم

ضدمیکروبی طبیعی کاندیدای مناسبی برای استفاده در مواد غذایی 

(، اثر ضدمیکروبی 2016و همکاران ) Soltan Dallal. (10)هستند 

 شرشیاای باکترشده از فاضلاب را بر فاژ لیتیک اختصاصی جداسازی

ی خوببهشده، نشان داد که فاژهای استخراج آنهاج بررسی کردند. نتای

ی هاپلاکبودند و  اشرشیابردن باکتری قادر به لیزکردن و ازبین

  Singh نیهمچن. (23)مؤثری در سطح محیط کشت تشکیل دادند 

شده از نمونه (، اثر ضدمیکروبی فاژ جداسازی2016همکاران ) و

یماریبیک باکتری  عنوانبه اشرشیای باکترفاضلاب را بر کاهش 

ی شفافی در هاپلاکنیز  آنهای غذازاد بررسی کردند. در بررسی زا

ۀ اثر ضدمیکروبی فاژ دهندنشانسطح محیط کشت ظاهر شد که 

ی هاافتهمشابه ی (.24)شده علیه باکتری میزبان بود جداسازی

 مطالعات ذکرشده، نتایج این پژوهش نیز نشان داد که فاژهای لیتیک

ب داشتند و موج اشرشیای باکتری بر مؤثرآزموده، اثر ضدمیکروبی 

پلاک در سطح محیط کشت شدند. یک  نامبههایی تشکیل حفره

ها ی مواد غذایی، تثبیت فاژبندبستهدر  فاژهااستراتژی برای کاربرد 

اصلاح سطح پلیمر از طریق  (.25) استروی یک مادۀ جاذب 

که برای اصلاح سطوح  استی فیزیکی هاروشپلاسما، یکی از 

افزایش جذب پروتئین، تکثیر و چسبندگی  منظوربهزیستی 

یمته گرف کاربهی پلیمری هاهیرلایزی بیولوژیکی و دارو بر هاسلول

نتایج حاصل از این تحقیق نشان داد که استفاده از  (.26) شود

ست. افاژها در سطح پلیمر شده  مؤثرتکنیک پلاسما موجب تثبیت 

Darki ( از روش پلاسمای تخلیۀ سد 1393و همکاران ،)ید

هوا برای اصلاح سطح نانوفیبرهای کیتوسان و تثبیت آنزیم  کیالکتر

مال نشان داد که اع آنهااستیل کولین استراز استفاده کردند. نتایج 

سبب افزایش میزان فعالیت  کیالکتریدپلاسمای تخلیۀ سد 

 (.27)یت آنزیم بر آن شده است دسترسی، فعالیت سطح و تثب

( نیز از تکنیک پلاسما برای 2015و همکاران ) Wang نیهمچن

ی آلکونات و تثبیت فاژ لیتیک دروکسیهیپلاصلاح سطح پلیمر 

ه نشان داد ک آنهابر آن استفاده کردند. نتایج  اشرشیااختصاصی 

 ی عملکردی و تغییرهاگروهاصلاح  علتبهاستفاده از تیمار پلاسما 

در پیوندهای شیمیایی در سطح پلیمر، موجب افزایش اتصالات فاژها 

به سطح پلیمر شده است که با نتایج پژوهش حاضر مطابقت داشت 

(17) . 

Gouvea ( 2015و همکاران،)  کارایی ضدمیکروبی فیلم

استات سلولز حاوی سوسپانسیونی از فاژهای  ریپذبیتخرستیز

16BFSE ،18EBSF ،1PaDTA ،9PaDTA ،10PaDTA  و

11PaDTA  بررسی موریوم  تیفیسالمونلا را در مقابل باکتری

حاوی فاژ در محیط کشت  لمیفکردند. طبق نتایج این محققان، 

، هالۀ بازدارندگی مناسبی تشکیل داد موریوم تیفیسالمونلا حاوی 

که با نتایج آزمون انتشار دیسک فیلم فعال حاوی فاژ در این پژوهش 

  (.21)مطابقت داشت 

 (، از فاژهای 2011و همکاران )  Anany نیهمچن

(2HG-EcoM ،3HG-EcoM  10وHG-EcoM( و )8AG-LinM ،

13AG-LmoM  20وAG-Lmo در ساختار غشای سلولزی )

 اشرشیاو  نوسیتوژنزلیستریا م یهایباکتربرای کنترل  بیترتبه

 7H :154O  در گوشت استفاده کردند. نتایج این تحقیقات نشان داد

در  نوسیتوژنزلیستریا می هایباکترکه فاژهای مورد آزمون، علیه 

در گوشت خام اثر  7H :154Oاشرشیا مصرف و بهی آمادههاگوشت

و  Vonasekی دیگر امطالعه. در (10)ی داشتند مؤثرضدمیکروبی 
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در فیلم ایزولۀ پروتئین  4T(، اثر ضدمیکروبی فاژ 2014همکاران )

 اشرشیا( را در برابر باکتری WPI-Whey Protein Isolate) ریپنآب

ی مؤثر طوربهنشان داد که فیلم فعال توانست  آنهاسنجیدند. نتایج 

. در این پژوهش نیز (19)جلوگیری کند  اشرشیااز رشد باکتری 

ی فعال استات سلولز، توانایی ایجاد هالمیفمشابه مطالعات قبلی، 

اکتری ب عنوانبه ااشرشیی در اطراف باکتری مؤثرهالۀ رشدنیافتگی 

 کیوتیبیآنتمیزبان را داشتند که البته میزان اثر ضدمیکروبی آن از 

  )نمونۀ کنترل مثبت( نیز بیشتر بود.   نیلیسیآمپ

 هشداصلاحی هالمیفتوجه به نتایج حاصل از این پژوهش، با 

ۀ تکنیک پلاسما توانایی مناسبی برای تثبیت فاژها از خود لیوسبه

روزه، فقط  14طی دورۀ  شدهتیتثبفاژهای  کهی طوربهنشان دادند. 

 رانگیبسیکل لگاریتمی از سطح فیلم جدا شدند که  2ۀ اندازبه

 با سطح فیلم توسط فاژهاتشکیل اتصالات قوی میان بسیاری از 

چنین نتیجه گرفت که پلاسما  توانیمپلاسما بوده است. بنابراین 

روش بسیار مناسبی برای تثبیت فاژ بر سطح پلیمر بوده است. نتایج 

میکروبی نیز نشان داد که فیلم فعال استات سلولز، اثر ضدمیکروبی 

ز داشته و میزان اثر ضدباکتریایی آن ا اشرشیای مناسبی علیه باکتر

نیز بیشتر بوده است. لذا از فیلم فعال  نیلیسیآمپ کیوتیبیآنت

در  زایماریبی هایباکتربرای کاهش  توانیماستات سلولز 

 ی مواد غذایی استفاده کرد.بندبسته

 سپاسگزاری
این مقاله برگرفته از رسالۀ دکتری دانشکدۀ صنایع غذایی از 

. نویسندگان استی و منابع طبیعی گرگان کشاورز علومدانشگاه 

این مقاله از گروه علوم و مهندسی صنایع غذایی دانشکدۀ صنایع 

 نیهمچنغذایی دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان و 

 ی علمی و اجراییهاکمکخاطر به ی دانشگاه ملایرشناسستیزگروه 

 . آورندیم عملبهدر انجام این تحقیق کمال تشکر و قدردانی را 

 تعارض منافع
 بین نویسندگان تعارض در منافع گزارش نشده است.
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