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Background and Aims: Nowadays due to the harmfulness of chemical preservatives, the 

use of natural preservatives has increased. Bacteriophages are bacterial mandatory parasites that 

are harmless for human and animals and can, therefore, be used as appropriate antimicrobial 

agents in food. The aim of this study was to isolate the Escherichia coli lytic phage from 

wastewater, identify and evaluate its efficiency in controlling E. coli infection in chicken meat. 

Materials and Methods: Escherichia coli (PTCC: 1330) was obtained from Iranian 

Science and Technology Research organization. Phage isolated from the wastewater of Malayer 

dairy factory and its antimicrobial effect was investigated through plaque formation. TEM 

microscopy was used to observe the phage morphology and to determine its possible family. 

Host spectrum against 6 E. coli strains and its effect against Salmonella enterica, Staphylococcus 

aureus and Yersinia enterocolitica were also evaluated .The effect of E. coli lytic phage on the 

amount of inoculated E. coli to contaminate the chicken meat was examined. 

Results: The isolated phage was tailless and had round capsid, possibly belonging to 

the Tectiviridae family. The target phage had antimicrobial activity against 6 selected E. coli 

strains, unlike the other genera tested. The effect of the phage on the E. coli contamination in 

chicken meat showed that the bacterial count was reduced from 3 log10   to 1.8 log10 after 24 

h and reached less than 1 log cycle after 4 days. 

Conclusion: The isolated phage had strong antimicrobial effect against E. coli. 

Therefore, it can be a good preservative candidate for use in foods. 
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Introduction 

Escherichia coli is one of the most important 

contaminants in chicken meat causing urinary tract 

infection, septicemia, neonatal meningitis and 

traveler’s diarrhea as its most common complications 

(3,4). Therefore, it is necessary to develop new 

methods for the detection and control of this 

bacterium (5). Bacteriophages are bacterial specific 

viruses that have direct effect on target cells and 

specific function and do not infect eukaryotic cells as 

their advantages (10). On the other hand, their 

disadvantages are phage resistance, the possibility of 

virulent phage mutation and transformation to 

lysogenic phage (11). The aim of this study was to 

isolate the E. coli specific lytic phage and identify its 

possible family as well as to evaluate its efficacy to 

reduce E. coli in chicken meat. 

 

Materials and Methods 

E. coli bacteria PTCC (1330) and ATCC 

(33876, 35218, 25922), DHα5 (SCC: 1785) and 

BL21 (PTA: 5976); Staphylococcus aurous (ATCC: 

2392), Yersinia enterocolitica (PTCC: 1785) and 

Salmonella enterica (ATCC: 14028) were used in 

this study. 

Isolation, Purification and Storage of Phage 

A total of 100 mL of wastewater was mixed 

with 50 mL of LB liquid medium, into which the 

host bacterium was inoculated. After incubation at 

37°C and shaking in 100 rpm for 24 h, 50 mL of 

this solution was centrifuged for 15 min and the 

supernatant was then filtered with a 0.45 nm filter 

and then serial dilution was prepared. Then 100 µL 

of dilutions 6, 7 and 8 were mixed with 2.5 mL of 

melted LB agar medium and 200 µL primary 

bacteria and incubated in LB agar plate for 24 hours 

at 37°C. The lytic plaque with the same shape and 

size were selected and mixed with 500 µL LB 

medium and incubated for 15 minutes after which 

the serial dilution was prepared. 100 µL of each 

microtube was removed and mixed with 200 µL of 

the primary bacteria and 2.5 mL of LB agar medium 

and poured into LB agar plate and incubated at 

37°C for 24 hours. From the stock phage in the 

broth, 500 μL was removed and mixed with 500 μL 

of sterile glycerol in the microtube. Phage storage 

was performed at -70°C (15). 

 

Morphology and Detection of Phage Family 

by Transmission Electron Microscopy (TEM) 

TEM imaging was performed to investigate of 

morphology of the isolated phage. The TEM 

images were matched with previously identified 

standard phages to identify their families (16). 

Evaluation of Antimicrobial Efficacy of the 

Isolated Phage in vitro 

After activation of Escherichia coli in LB 

medium, 100 µL of this suspension was added to 5 

mL of semi-solid LB medium and then transferred 

to a plate and gave 15 minutes time to the medium 

to harden. The serial dilution was then prepared 

from phage and 10 μL of the phage solution was 

added to the surface of activated bacteria and spread 

on the plate surface and incubated for 24 hours at 

37°C. The number of phage particles in the 

suspension was determined using the following 

equation (17). 

The number of phage particles= 

𝑡ℎ𝑒 𝑛𝑢𝑚𝑏𝑒𝑟 𝑜𝑓 𝑝𝑙𝑢𝑞𝑒

𝑑𝑖𝑙𝑖𝑡𝑖𝑜𝑛×𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑜𝑓 𝑝ℎ𝑎𝑔𝑒 𝑠𝑢𝑠𝑝𝑒𝑛𝑠𝑖𝑜𝑛
 (
𝑃𝐹𝑈

𝑚𝑙
) 

Host Spectrum and Phage Specificity 

Host spectrum and specificity of phage against 

5 different strains of E. coli as well as S. enterica, 

Yersinia enterocolitica and Staphylococcus aureus 

species were evaluated by plaque assay (18). 

Evaluation of the Isolated Phage Efficiency 

in Reducing Escherichia coli in Chicken Meat 

A total of 25 g of chicken fillet was sterilized 

by gamma irradiation (KG 10) (19) and immersed 

into 100 mL of bacterial suspension (103 CFU/g). 

Phage solution (108 PFU/mL) was also added. 

Counting of living bacteria was immediately done 

in all samples after the addition of bacteria and 

phage (20). 

 

Results 

Isolation and Determination of Phage Particles 

Between 108 and 1010 PFU/mL of E. coli 

specific phage was isolated from the wastewater 

which appeared as clear zones (lysed areas) in the 

culture medium. 
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Phage Morphology and Identification of Its 

Possible Family 

The isolated phage was tailless and had a 

spherical capsid or head about 70-60 nm, and was 

probably a member of the Tectiviridae family (Fig 2). 

 

Phage Specificity and Host Spectrum 

Among of the 5 selected strains, the isolated 

phage had antimicrobial effect on the 4 out of the 

5 tested strains of E. coli whilst had no 

antimicrobial effect on the other species tested in 

this article (Table 1). 

 

 

Fig 1. The effect of isolated lytic phage on Escherichia coli and plaque formation 

 

 

Fig 2. TEM of Escherichia coli lytic phage structure 

 

Table 1. The activity of the isolated phage against different bacteria 

Plaque Bacteria 

+ E. coli  PTCC  1330 

- Salmonella enterica subsp. Enterica serovar typhimurium ATCC 14028 

- Staphylococcus aureus ATCC 2392 

- Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica  PTCC  1785 

 

http://62.60.140.120/ptcc/ptccdb/node/726
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Table 2. The activity of isolated phage against different strains of Escherichia coli 

                        Plaque                                             Strains of Escherichia coli 

+ 1330  E. coli  PTCC 

+ 25922 E. coli ATCC      

- 35218 E. coli ATCC       

+ 33876 E. coli ATCC       

+ 2197 E.coli DHα5 SCC   

+ 5976 E. coli BL21 PTA  

 + Antimicrobial effect ,  – No antimicrobial effect 

 

Evaluation of the Isolated Phage Antimicrobial Efficacy in Chicken Meat 

 

  

Fig 3. Effect of Escherichia coli specific lytic phage on Escherichia coli contamination in chicken 

 

Evaluation of the Isolated Phage Anti-

microbial Efficacy in Chicken Meat 

The isolated phage reduced the bacterial 

population in chicken meat by 1.2 log in the first 

24 h. The reduction of host bacterial continued 

with lower speed in other days. So that on the 

fourth day after inoculation, the E. coli levels 

reached approximately less than 1 log cycle. 

 

Discussion 

The aim of this study was to isolate, identify 

and evaluate the antimicrobial effect of E. coli 

specific lytic phage in chicken meat. The number 

of isolated phage particles was estimated to be. 108 

to 1010 PFU/mL. The isolated phage had anti-

microbial effect against 5 out of the 6 E. coli 

strains tested and had relatively broad host range 

and was probably a member of the Tectiviridae 
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family. In this study, the use of E. coli specific lytic 

phage (108 PFU/mL) in chicken meat decreased 

1.2 log in the first 24 h after inoculation, and 

continued with lower speed to 48 h and then 

became almost constant, so that on the fourth day 

after inoculation, E. coli population reached 

approximately less than 1 log cycle. Generally, 

most of the discovered phages in the world have 

long or short tail and belong to the podoviridae, 

myoviridae and syphoviridae families and little 

information is available on the isolation and 

identification of tailless phages. Chai et al. (2016) 

isolated phage φHN161 from the wastewater that 

was tailless and had a spherical capsid which 

belonged to the Tectiviridae family. It had the 

potential to destroy E. coli O161. Moreover, the 

isolated phage in the present study was 

morphologically similar to the phage discovered 

by these researchers and therefore it is likely that 

it also belongs to the Tectiviridae family (30).  

Fiorentin et al. (2005) used lytic phages of S. 

enteritidis (109 PFU/mL) to reduce the count 

number of S. enteritidis (106 CFU/mL) inoculated 

into chicken skin. According to their results, a 

significant decrease in the number of Salmonella 

bacteria was observed in the samples treated with 

phage after 3, 6 and 9 days (32). The results of this 

study also showed a significant decrease in the 

population of E. coli inoculated into chicken meat 

after the phage treatment. 

Conclusion 

In this study, the isolated E. coli specific lytic 

phage from wastewater was tailless and had 

spherical capsid possibly belonging to the 

Tectiviridae family. This phage had antimicrobial 

effect on 4 out of the 5 Escherichia coli strains 

tested in this study but had no antimicrobial effect 

on S. enterica, Yersinia enterocolitica and S. 

aureus species. It also reduced the amount of 

chicken meat inoculated E. coli from 3 log to 1.8 

log after 24 h and to less than 1 log cycle after 4 

days. Therefore, it can be used as an E. coli 

biocontrol agent in foods. 
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 های طبیعیدارندهاز نگه های شیمیایی مواد غذایی، استفادهدارندهامروزه با توجه به مضرات استفاده از نگه زمینه و اهدف:

توانند یباشند، لذا مخطر میهای اجباری باکتریایی هستند که برای انسان و حیوان بیافزایش یافته است. باکتریوفاژها )فاژها( انگل

ز فاضلاب، ا اشریشیاکلیکار روند. هدف این تحقیق، جداسازی فاژ لیتیک عنوان عوامل ضدمیکروبی طبیعی مناسب در مواد غذایی بهبه

 درگوشت مرغ بود. اشریشیاکلیشناسایی و ارزیابی کارایی آن در کنترل 
 

های علمی و صنعتی ایران تهیه سازمان پژوهش( از PTCC: 1330) اشریشیاکلی کاستلانی باکتری  :کار روش و مواد

از طریق ایجاد پلاک بررسی شد. مورفولوژی و  شد. فاژ مورد نظر از فاضلاب کارخانه لبنی ملایر جداسازی و اثر ضدمیکروبی آن

سویه  5مشاهده و بررسی شد. طیف میزبانی علیه  (TEMتشخیص خانواده احتمالی آن با میکروسکوپ الکترونی گذاره )

تأثیر د. یز ارزیابی شن انترکولیتیکا یرسسینیاو  استافیلوکوکوس اورئوس، سالمونلا انتریکاهای و اثر آن علیه باکتری اشریشیاکلی

 تلقیح شده در گوشت مرغ نیز بررسی شد. اشریشیاکلیبر میزان آلودگی  اشریشیاکلیفاژ لیتیک اختصاصی 
 

ورد بود. فاژ م ویریدهتکتی دم، دارای کپسید کروی، و به احتمال زیاد متعلق به خانوادهفاژ جداسازی شده فاقد  ها:یافته

انتخابی اثر ضدمیکروبی داشت. نتایج تأثیر فاژ بر میزان آلودگی  اشریشیاکلیسویه  5های مورد آزمون، بر نظر برخلاف سایر جنس

روز به کمتر  4رسید و پس از  10log 8/1ساعت به  24پس از  10log 3در گوشت مرغ نشان داد که میزان باکتری از  اشریشیاکلی

 سیکل لگاریتمی رسید. 1از 

 

عنوان هتواند کاندیدای مناسبی بداشت؛ بنابراین می اشریشیاکلیفاژ جداسازی شده اثر ضدمیکروبی قوی بر  گیری:نتیجه

 نگهدارنده جهت کاربرد در مواد غذایی باشد.
 

 ویریده، مرغ، تکتیاشریشیاکلیباکتریوفاژها،  :هاواژه کلید
 

 برداری، توزیع و نشر برای استفاده غیرتجاری با ذکر منبع آزاد است.دسترسی آزاد؛ کپی: شناسی پزشکی ایرانمجله میکروب ΄رایت کپی

 :مسئول ۀنویسند
 یحیی مقصودلو

گروه علوم و مهندسی صنایع غذایی، 

دانشکده صنایع غذایی، دانشگاه علوم 

 کشاورزی و منابع طبیعی، گرگان، ایران

 پست الکترونیک:

y.maghsoodlou@au.ac.ir 

مهمقد
ر طیوهایی که در صنعت پرورش امروزه با وجود پیشرفتجنس 

های ویژه مرغ انجام شده است، باز هم بیماریگوشتی و به

یاری گیر بسشونده از طریق مصرف گوشت آلوده طیور، گریبانمنتقل

ها، احتمالًا . دلیل اصلی بروز این بیماری(1) از اقشار جامعه شده است

های طیور و همچنین عدم انجام کنترل و بازرسی مؤثر در کشتارگاه

آوری و پخش مرغ است. بنابراین هداشت در مراکز عملعدم رعایت ب

های اپیدمیولوژیکی آلودگی گوشت مرغ که مشخص شدن جنبه

بوده و یکی  Dسرشار از منابعی مانند فسفر، آهن، پروتئین و ویتامین 

شود، بسیار ترین اقلام غذایی ایرانیان محسوب میاز پرمصرف

ترین یکی از مهماشریشیاکلی . باکتری (2)پراهمیت است 

. (3)شود می های موجود در گوشت مرغ محسوبکنندهآلوده

طلب است که در روده بزرگ انسان و ، پاتوژنی فرصتاشریشیاکلی

سایر حیوانات وجود دارد. وجود این باکتری در آب و مواد غذایی دلیل 

-ها از طریق منابع مدفوعی است. عفونت ادراری، سپتیبر آلودگی آن

ترین عوارض بیماری مننژیت نوزادی و اسهال مسافران شایعسمی، 

. این باکتری همچنین، عامل اصلی (4)ناشی از این باکتری هستند 

 پزشکی ایران یشناسکروبیممجله 

 1398مرداد و شهریور  ـ 3 شماره ـ 13سال 
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اسهال مسافران است؛ این بیماری در نقاطی که بهداشت فردی رعایت 

شود شایع است. برخی مواد غذاییِ در معرض خطرِ این باکتری نمی

های خام و های دامی، آب آلوده و سبزیعبارتند از گوشت، فرآورده

زا موجب آلودگی  در زنجیره مواد های بیماریسالاد. این باکتری

ه تواند اثرات بدی بها میشوند. بنابراین، عدم شناسایی آنغذایی می

های جدید برای تشخیص و بنابراین نیاز به توسعه روشبار آورد. 

 .(5) اد باشند، لازم استکنترل این عوامل که سریع و قابل اعتم

هـایی هسـتند کـه فقـط ویروس ای ازاکتریوفاژهــا دســتهب

ها از منابع متعددی مانند این ویروس. کنندمی را آلـوده هابـاکتری

 ها و... قابــلهــای شــیرین، آب دریــا، فاضــلابآب خـاک،

در صنایع فاژها عوامل ضدمیکروبی طبیعی  .(6) جداســازی هســتند

غذایی و بالینی هستند. امروزه ایمنی مواد غذایی توسط فاژها علیه 

-. فاژها سلول(7، 8)زای غذازاد بهبود یافته است های بیماریباکتری

های باکتریایی میزبان خود را از طریق جذب و سپس شناسایی 

اکاریدی سکنند و به سطح پلیمولکولی سطح سلول باکتری، آلوده می

 .(9)شوند تئینی باکتری متصل مییا پرو

-نگه جایبرای جایگزین شدن بـه طور بـالقوهباکتریوفاژهـا بـه

چندین مزیت ساختاری و ژنتیکـی بسـیار  دارای های شیمیایی،دارنده

اری اجب هایانگلاین است که فاژها یکی از این مزایا  .هستند مطلـوب

 دارند؛ همچنین اختصاصیهستند و عملکرد ها باکتری سلولیدرون

ر تــأثیو یوکــاریوتی  هایعــدم توانــایی آلــوده کــردن ســلول

نیز از مزایای مهم کاربرد فاژها است های هدف سلول مســتقیم بــر

مقاومت فاژی،  همچونهایی چالش ،مزایای ذکر شده . باوجود(10)

و  ژ ویرولانتامکان جهش فا ،اثرات جانبی، فاژ کانورژن مثبت و منفی

وان عنهتبدیل شدن به فاژ معتدل )لیزوژنیک( در استفاده از فاژها ب

 .(11) عوامل طبیعی ضدمیکروبی وجود دارد

عنوان ها را بهها، آنویژگی طبیعی فاژها در حذف باکتری 

های دارندهها و نگهبیوتیکعوامل جایگزین مناسب برای آنتی

ایی زا در صنایع غذهای بیماریاکتریعنوان ابزار کنترل بشیمیایی به

تصورات عمومی غلط مربوط به با این وجود، . (12)معرفی کرده است 

ها در مواد غذایی را به یک مسئله در کاربرد ایمنی فاژها، استفاده از آن

تجاری تبدیل کرده است و همواره سوالات زیادی دربارۀ مناسب بودن 

وجود دارد. البته فاژها با وجود اینکه فاژها برای تیمار مواد غذایی 

های حیوانی را جا حضور دارند اما توانایی ایجاد عفونت در سلولهمه

 .(13)ها در ایمنی مواد غذایی استفاده کرد توان از آنندارند و می

هدف از این مطالعه، جداسازی فاژ لیتیک اختصاصی 

اژ، مورفولوژی ف شناسایی خانواده احتمالی آن از طریق اشریشیاکلی،

ر د اشریشیاکلیو همچنین ارزیابی کارایی آن جهت کاهش باکتری 

 شرایط آزمایشگاهی و گوشت مرغ است.

 هاروشمواد و 
عنوان باکتری میزبان )هدف( ( بهPTCC: 1330) اشریشیاکلیباکتری از 

 های علمی و صنعتی ایران تهیهاز سازمان پژوهشجهت جداسازی و تکثیر فاژ 

، ATCC (25922 ،35218های اشریشیاکلی با سویه دیگر از باکتری 5شد. 

 5DHα اشریشیاکلی( از انستیتو پاستور ایران و همچنین 33876

(2197:SCC و )21BL  (5976:PTA و باکتری ) استافیلوکوکوس های
سالمونلا ( و   PTCC:1785) یرسینیا انترکولیتیکا(، ATCC: 2392) اورئوس
( نیز از کشت میکروبی دانشگاه ملایر تهیه شدند.  14028ATCC) انتریکا

سازی ( برای فعالNB -Nutrient Brothهای نوترینت براث )محیط کشت

جهت  -)مرک آلمان( -(LB-Luria Bertaniباکتری لیوفلیزه و لوریا برتانی )

پس  یشیاکلیاشرهای باکتریایی میزبان، تکثیر فاژ و شمارش سلول رشد باکتری

 های ضدمیکروبی استفاده شدند. از انجام آزمون

 سازی باکتریآماده

ر هود در شرایط استریل و در زی اشریشیاکلی باکتری آمپول لیوفیلیزه

سپس با استفاده  .شکسته شدساخت ایران(  -AX-120-2THC)مدل  لامینار

تا  شد استریل به آن اضافه NBکشت  لیتر از محیطمیلی 5/0حدود  ،از سمپلر

ط سوسپانسیون باکتری به محی سوسپانسیون باکتری حاصل شود. سپس

ساخت  - 032XBخانه )گرمدر ساعت  24مدت هب منتقل و LB جامد کشت

 .(14)شد گذاری خانهگرم سلسیوس درجه 37دمای فرانسه( با 

 جداسازی فاژ

-آوری و در بطرینمونۀ فاضلاب از پساب کارخانۀ لبنی شهر ملایر جمع

-نگه لسیوسدرجه س 4دار استریل به آزمایشگاه منتقل و در دمای های درب

سازی تعداد فاژهای احتمالی غنیمنظور برداری، بهپس از نمونهداری شد. 

از محیط لیتر میلی 50 نمونه فاضلاب بالیتر از میلی 100 موجود در فاضلاب،

 به نظر میزبان موردهای در یک ارلن استریل مخلوط و باکتری LBکشت مایع 

 - ISCWS94) مدل خانه شیکردار . سپس ارلن در گرمندداخل آن تلقیح شد

دور در دقیقه  100و چرخش سلسیوس  درجه 37 در دمایساخت ایران( 

از لیتر میلی 50گذاری شد. برای جداسازی فاژ، نهاخگرم ساعت 24مدت به

ساخت  –  220TLدل )م دقیقه سانتریفیوژ 15مدت ارلن به مخلوط داخل

 هلیتری ریختمیلی 10رویی را مستقیماً در سرنگ  ، مایعسپسگردید.  آلمان(

ر فالکون تازه، فیلت نانومتر داخل یک لوله 45/0و سوسپانسیون حاصل را با فیلتر 

ای هگردید. از هرکدام از رقترقت سریالی تهیه . روی این سوسپانسیون شد

محیط  لیترمیلی 5/2با  شده و میکرولیتر برداشته 100مقدار به 8و  7، 6شماره 

LB میکرولیتر باکتری  200( و سلسیوس درجه 50 شده )حدود آگار ذوب
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گار ریخته و با چرخاندن آ LBو روی پلیت  کرده اولیه در بن ماری مخلوط

 گذاریخانهگرم سلسیوس درجه 37ساعت در  24مدت سپس به .پخش شد

 .(15) گردید

 سازی فاژ ذخیره وسازی خالص

 ،جداسازی در اغلب موارد با توجه به استفاده از مخزن فاضلاب برای

این فاژها  ؛وجود دارد امکان حضور بیش از یک نوع فاژ در پلیت جداسازی

با  لیتیک هایکنند. پلاکایجاد می های مختلفهایی با اشکال و اندازهپلاک

 500در  ه وشد لر استریل برداشتهسر سمپهای تقریباً یکسان با شکل و اندازه

ریخته شد. این  لیتریمیلی 5/1داخل میکروتیوب  LBمیکرولیتر محیط 

سپس رقت سریالی تهیه  .ماند دقیقه در دمای اتاق باقی 15مدت میکروتیوب به

ور طها بهیک نوع فاژ یا چند نوع فاژ، این پلاک خاطر اطمینان از حضورشد. به

ا بشده،  میکرولیتر برداشته 100. از هر میکروتیوب شدندسازی خالص جداگانه

 ،مخلوط گردید آگار LBمحیط لیتر میلی 5/2میکرولیتر باکتری اولیه و  200

 سلسیوسدرجه  37ساعت در  24مدت آگار ریخته شد و به LBدر پلیت 

-منظور ذخیرهبهشدند. شده مشاهده  ایجاد هایگردید تا پلاک گذاریخانهگرم

میکرولیتر  500که در براث بود،  فاژهای جداسازی شده از استوک فاژ سازی

گلیسرول استریل در میکروتیوب مخلوط  میکرولیتر 500برداشته شد و با 

 درجه -70ها در سازی فاژ. ذخیرهنشودتا دو فاز ایجاد  گردید و تکان داده شد

 .(15)د انجام ش

 

کمک هشناسایی موروفولوژی و تشخیص خانواده فاژ ب

Transmission Electron Microscopy-گذاره ) میکروسکوپ الکترونی

TEM) 

، فاژهای جداسازی شده منظور بررسی مورفولوژیکبه

. انجام شد آلمانTEM (100 KV-EM10C-Zeiss- )صویربرداری با ت

های فاژ غلیظ شده در مرحله قبل، نمونهمشاهده ساختمان فاژ،  برای

 کی بدین منظور، ابتدا .ندشدآمیزی رنگ منفی آمیزیرنگصورت به

رار قوار گرید مسی پوشش داده شده با کربن فرمقطره از نمونه روی 

صافی گرفته شد.  از خشک شدن، اضافه نمونه با کاغذ پسداده شد. 

 2/7-4/7درصد،  01/0) اسیدفسفوتنگستیک رنگ سپس یک قطره از

pH )با میکروسکوپ ساختار فاژ پس از خشک شدن،  اضافه گردید و

با فاژهای استاندارد ه تصاویر گرفته شد د.مشاهده ش  TEMالکترونی

معتبر به منظور تشخیص خانواده  شناسایی شده قبلی موجود در منابع

 .(16)شد  ها مطابقت دادهآن

 جداسازی شده در شرایط فاژ ضدمیکروبی رزیابی کاراییا

 آزمایشگاهی

درجه  37مدت یک شبانه روز در دمای به اشریشیاکلی ابتدا باکتری

 100سپس  گذاری شد.خانهگرم LBسلسیوس در محیط کشت مایع 

اضافه و سپس  LBلیتر محیط نیمه جامد میلی 5میکرولیتر از باکتری میزبان به 

دقیقه صبر کرده تا محیط سفت شود. سپس از  15منتقل و  LBبه یک پلیت 

ایی همیکرولیتر از محلول فاژ، به سطح باکتری 10کرده و  سریال تهیه فاژ رقت

د. صورت چمنی پخش شدناند، اضافه و بهکه فعال شده و در فاز رشد قرار گرفته

گذاری خانهگرملسیوس درجه س 37روز در دمای مدت یک شبانهها بهپلیت

، به توانایی فاژ در تجزیه کردن باکتری میزبان هاشدند. سپس با مشاهده پلاک

، تعداد ذرات فاژ در سوسپانسیون 1ها با رابطه برده و با شمارش تعداد پلاکپی 

 (.17)مشخص شد 

 1رابطه 

تعیین تعداد فاژ     
هاپلاک  تعداد 

حجم برده شده روی پلیت × رقت 
=  (PFU/mL)        

      

 اختصاصیت فاژ جداسازی شدهتعیین دامنه میزبان و 

بدین منظور، دامنه فعالیت و عملکرد اختصاصی فاژ جداسازی شده علیه 

، نتریکاسالمونلا اهای و نیز باکتری  اشریشیاکلیسویه مختلف از باکتری  5

اند،  آورده شدهکه در قسمت بالا استافیلوکوکوس اورئوسو  یرسینیا انترکولیتیکا

پلاک ارزیابی شد. بدین منظور، نژادهای باکتریایی با استفاده از روش سنجش 

 10آگار پخش شدند، سپس  LBبراث رشد کردند، در پلیت  LBکه در محیط 

-ا بههمیکرولیتر از سوسپانسیون فاژ جداسازی شده روی پلیت ریخته و پلیت

 . (18) گذاری شدندخانهگرم سلسیوسدرجه  37ساعت در دمای  24مدت 

 زایفاژ ایزوله شده در کاهش باکتری بیماریارزیابی کارایی 

 در گوشت مرغ اشریشیاکلی

عنوان بستر سازی نمونه: در این پژوهش از گوشت خام مرغ بهآماده -الف

هر ش غذایی برای ارزیابی فعالیت باکتریوفاژ استفاده شد. مرغ خام تازه از فروشگاه

گرم از فیله مرغ  25بتدا ملایر تهیه و برای آزمون بررسی شد. برای این کار ا

طور طبیعی در سطح مرغ هایی که بهبرداشته و جهت حذف میکروارگانیسم

( در سازمان انرژی اتمی KG 10ها با اشعه گاما )حضور داشتند، سطح گوشت

ی و جهت بنداتیلنی بستههای پلیبندیایران استریل شد. سپس در بسته

داری شدند. سپس جهت ( نگهلسیوسدرجه س -20آزمایشات بعدی در فریزر )

دهی، از محیط ها از سطح فیله مرغ پس از اشعهتأیید حذف میکروارگانیسم

 . (19)کشت نوترینت آگار استفاده شد 
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 اشریشیاکلی( باکتری OD≈ 600 2/0آزمون غذایی: کشت سه ساعته ) -ب

ر مرغ د عنوان میزبان استفاده شد. جهت این کار فیلهها بهدر تمامی آزمایش

ور شد و ( غوطه310CFU/gلیتر از سوسپانسیون باکتری با رقت )میلی 100

دقیقه اجازه داده شد تا به سطح گوشت منتقل شوند. پس از آن  10سپس 

ها شمارش در تمامی نمونه ( به آن اضافه گردید.810CFU/gمحلول باکتریوفاژ )

ت جه. شدها و فاژها انجام باکتری پس از افزودن بلافاصله های زندهکلی باکتری

 85/0لیتر محلول نمکی میلی 225استریل حاوی  یهها به کیس، نمونهشمارش

 Wدقیقه در استومیکر )مدل  1مدت ها بهدرصد منتقل شدند. سپس نمونه

دور در دقیقه مخلوط و هم زده شدند. بخش  200ساخت فرانسه( با دور  -400

میکرولیتر از نمونه  100شد. سپس  وژ منتقلسانترفیمایع به یک لوله استریل 

 سلسیوسدرجه  37ساعت در دمای  48مدت در محیط کشت نوترینت آگار به

 .(20)های مورد نظر شمارش شدند گذاری شدند و کلنیخانهگرم

.

 

 
 و ظهور پلاک اشریشیاکلی. تأثیر فاژ لیتیک جداسازی شده بر باکتری 1شکل 

 هاافتهی
 جداسازی فاژ و تعیین تعداد ذرات فاژ

آمیز تطور موفقیاز نمونه فاضلاب به اشریشیاکلیفاژ اختصاصی 

جداسازی شده که از طریق نواحی لیز شده در محیط کشت قابل 

سازی فاژ، آن را روی پلیت حاوی مشاهده شده است. پس از خالص

درجه  37اضافه کریدم. پس از انکوباسیون در دمای  اشریشیاکلی

ساعت، فاژ جداسازی شده بر باکتری اثر  24مدت گراد بهسانتی

یی هاخوبی لیز کرد، از بین برد و سبب ایجاد حفرهرا بهگذاشت، آن 

با فاژهای موجود در محلول نیز  (. تعداد1در سطح آگار شد )شکل 

دهنده پلاک در ( از طریق تعداد واحدهای تشکیل1رابطه ) استفاده از

 تخمین زده شد. 1010 تا PFU/mL 810لیتر محاسبه و بین هر میلی

 بررسی مورفولوژی و شناسایی خانواده احتمالی فاژ  

تعیین خصوصیات مورفولوژیکی و شناسایی خانواده فاژ با 

انجام شد. فاژهای مورد  TEMاستفاده از میکروسکوپ الکترونی 

ای مشاهده از نوع بدون دم و دارای سر یا کپسیدی کروی با اندازه

رود عضوی از خانواده نانومتر بودند که احتمال می 60-70حدوداً 

 (.2ویریده باشند )شکل تکتی

 

 
مربوط به ساختار فاژ لیتیک  TEM. تصویر گرفته شده توسط میکروسکوپ 2شکل 

 جداسازی شده اشریشیاکلی

 

 تعیین اختصاصیت و طیف میزبانی فاژ

برای بررسی اختصاصیت و طیف میزبانی، فاژ جداسازی شده 

جنس باکتریایی مختلف قرار داده شد. نتایج نشان داد  4در معرض 

گونه اثر های مورد آزمون، هیچبر سایر جنسکه فاژ جداسازی شده 

چنین فاژ مورد آزمون را در (. هم1ضدمیکروبی نداشت )جدول 
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 قرار دادیم. نتایج نشان داد از اشریشیاکلیسویه از باکتری  6معرض  

، اثر ضدمیکروبی داشته  سویه 5سویه انتخابی، فاژ مورد نظر بر  6بین 

الطیف بودن فاژ جداسازی شده وسیع دهندهاست که دارد؛ این، نشان

 (. 2است )جدول 

اشریشیاکلی در این مطالعه، استفاده از فاژ اختصاصی باکتری 
(PFU/mL 810 )طور چشم، میزان آلودگی آن را بهدر گوشت مرغ-

گیری کاهش داد. افزودن سوسپانسیون فاژ به گوشت مرغ آلوده شده 

ساعت اول  24، موجب کاهش باکتری میزبان در اشریشیاکلیبا باکتری 

که جمعیت باکتریایی به اندازه طوری. به(3)شکل پس از تلقیح شد 

10log 2/1 48روال کاهش باکتری میزبان تقریباً تا  یافته است. کاهش 

ساعت پس از افزودن فاژ با شیب کمتری ادامه داشت و پس از آن تقریباً 

ز چهارم پس از تلقیح، میزان باکتری که در روطوریثابت شد، به

ر طور به نظاینسیکل لگاریتمی رسید.  1تقریباً به کمتر از  اشریشیاکلی

ها ها به محیط غذایی، فاژ به آنرسد که به محض ورود باکتریمی

ها های باکتری، جمعیت آنمتصل شده و در نهایت با تجزیه سلول

در نتیجه، توانایی قابل توجه فاژ مورد استفاده در کاهش یافته است. 

، موجب بهبود ایمنی اشریشیاکلیاین پژوهش در کاهش باکتری 

 گوشت مرغ شده است. 
 

 

 

 های مختلف . فعالیت فاژ جداسازی شده علیه باکتری1جدول 

Plaque Bacteria 

+ E. coli  PTCC  1330 

- Salmonella enterica subsp. Enterica serovar typhimurium ATCC 14028 

- Staphylococcus aureus ATCC 2392 

- Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica  PTCC  1785 

 

 

 اشریشیاکلیهای مختلف علیه سویه. فعالیت فاژ جداسازی شده 2جدول 

 مورد آزمون هایباکتری لیز )انهدام(

+ 1330 E. coli PTCC 

+ 25922 E. coli ATCC 

- 35218 E. coli ATCC 

+ 33876 E. coli ATCC 

+ 2197 E. coli DHα5 SCC 

+ 5976 E. coli BL21 PTA 

 بدون اثر ضدمیکروبی -+ دارای اثر ضدمیکروبی؛ 

 

 

 

 

http://62.60.140.120/ptcc/ptccdb/node/726
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 در گوشت مرغ اشریشیاکلیزای ارزیابی کارایی فاژ ایزوله شده در کاهش باکتری بیماری

  
 گوشت مرغتلقیح شده در  اشریشیاکلیبر میزان آلودگی  اشریشیاکلی. نمودار تأثیر فاژ لیتیک اختصاصی 3شکل 

 بحث 
 های پروکاریوتهایی هستند که بر سلولباکتریوفاژها ویروس

های ویروسی، جهت زنده فاژها نیز همانند سایر گونهگذارند. اثر می

ماندن به یک سلول میزبان نیاز دارند و از طریق تغذیه از آن سلول، 

باشند. تفاوت فاژها در خاصیت انتخابی بودن قادر به بقاء و تکثیر می

ر خاصی اثرگذار و بای که هر فاژ تنها بر باکتری گونهباشد، بهها میآن

-هباشد. اختصاصی بودن میزبان بتأثیر میها بیسایر میکروارگانیسم

د. باشندرت در سطح جنس میطور کلی در سطح سویه، گونه و یا به

 های مولد فساد موادتوانند باکتریفاژها با استفاده از این ویژگی می

فاژهای  محققان مختلفی از. (21) غذایی را مورد هدف قرار دهند

، کنترل (Phage therapy) های عفونیمهاجم، جهت درمان بیماری

ر ها دچنین کنترل این باکتریزای گیاهان و همهای بیماریباکتری

. (23، 22، 20)ده کردند اسطح مزرعه و فرآوری مواد غذایی استف

اشد بها جهت تکثیر خود میمزیت اصلی استفاده از فاژها، توانایی آن

توانند موجب کنترل مواد غذایی هت داشتن این توانایی، میکه به ج

-سازی فاژها نیز نسبتاً آسان و همداری شوند. آمادهدر طی دوره نگه

. عملکرد (24)باشد صرفه میبه ها مقرونچنین استفاده از آن

با ند. کهای مفید جلوگیری میها نیز از نابودی باکتریاختصاصی آن

های هدارندز فرآیندهایی مانند پاستوریزاسیون، نگهحال استفاده ااین

فاژها  کهجاییناپذیر است. از آنها اجنتاببیوتیکشیمیایی یا آنتی

کنند، امکان ایجاد برای میزبان باکتریایی خود اختصاصی عمل می

های یوکاریوتی توسط فاژها وجود ندارد؛ بنابراین این عفونت سلول

  .(26، 25)سازد انسان را ایمن میمسئله مصرف فاژها توسط 

واند تعنوان فناوری ضدباکتریایی امیدبخش میکاربرد فاژها به

زا و کاهنده رشد مفید های بیماریدر مهار دامنه وسیعی از باکتری

های موجود ویژه پاتوژنها بهباشد. استفاده از فاژها جهت مهار باکتری

. هدف (19)خود جلب کرده است در زنجیره غذایی توجه زیادی را به

از این مطالعه، جداسازی و تعیین مشخصات فاژ لیتیک اختصاصی 

 بود.  اشریشیاکلیعلیه باکتری 

درباره جداسازی و شناسایی فاژهای موثر بر باکتری 

و  Soltan Dallal، مطالعات متعددی انجام شده است. اشریشیاکلی

را از نمونه فاضلاب خام  اشریشیاکلیهمکاران، فاژ اختصاصی 

خوبی قادر به ها نشان داد فاژ جداشده بهجداسازی کردند. نتایج آن

که با نتیجه  (18)بود  اشریشیاکلیلیز کردن و از بین بردن باکتری 

 این تحقیق مطابقت داشت. 

همکاران، اثر ضدمیکروبی فاژ جداسازی شده  و Singhهمچنین 

اکتری عنوان یک ببه اشریشیاکلی کتریاز نمونه فاضلاب را بر کاهش با

ها نیز مانند پژوهش زای غذازاد بررسی کردند. در بررسی آنبیماری

 های شفافی در سطح محیط کشت ظاهر شد که نشانحاضر، پلاک

دهنده اثر ضدمیکروبی فاژ جداسازی شده علیه باکتری میزبان بود. اما 

پژوهش، فاژ جدا شده در برخلاف فاژ فاقد دم جداسازی شده در این 

نانومتر و دم بلند  78ها، دارای کپسیدی حدوداً به اندازه پژوهش آن

 دهسیفوویریو خانواده  کادوویرالنانومتر بود که به راسته  527طول به

-علیه سویه ɱ8و همکاران نیز، فاژ اختصاصی  Jann. (27) تعلق داشت

فاژهای جداسازی شده را از فاضلاب جداسازی کردند.  اشریشیاکلیهای 
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-نانومتر و فیبرهای دمی بلند به 48-50قطر داری کپسید متقارن به 

ای هنانومتر بودند و اثر ضدمیکروبی قابل توجهی علیه سویه 168طول 

و همکاران، فاژ لیتیک موثر   Zare. همچنین(28)داشتند  اشریشیاکلی

ا کردند. فاژ جدمقاوم به درمان را از فاضلاب جداسازی  اشریشیاکلیبر 

بود و توانست مانند فاژ جداسازی  سیفوویریدهشده متعلق به خانواده 

زا یبیمار اشریشیاکلیهای طور موثر تمامی سویهشده این پژوهش، به

 . (15) جدا شده از زخم بیماران دیابتی را لیز کند

Beheshti Maal اختصاصی  و همکاران، فاژهای لیتیک و

-رود اصفهان جداسازی کردند. کولیرا از رودخانه زاینده اشریشیاکلی

 اکلیاشریشیفاژهای جداشده، اثرات ضدمیکروبی مناسبی بر باکتری 

ها به خانواده داشتند. برخی از فاژهای جداسازی شده در پژوهش آن

(. 29متعلق بودند ) پودوویریدهو برخی دیگر نیز به خانواده  میوویریده

طور احتمالی به خانواده شده در پژوهش حاضر به که فاژ جدادرحالی

 ویریده تعلق یافت.تکتی

دار ماز نوع ددر دنیا طور کلی، تاکنون اکثر فاژهای کشف شده به

و  میوویریده، پودوویریدههای بلند یا کوتاه و متعلق به خانواده

اند و درباره جداسازی و شناسایی فاژهای بدون دم بوده سیفوویریده

را  161φHNو همکاران، فاژ  Chaiاطلاعات کمی در دسترس است. 

ای در از بین بردن از فاضلاب جداسازی کردند که توانایی بالقوه

داشت و از لحاظ مورفولوژی فاقد دم بوده  161O اشریشیاکلیباکتری 

ود ویریده بخانواده تکتی متعلق بهو دارای کپسیدی کروی بود که 

. فاژ جداسازی شده در پژوهش حاضر نیز ازنظر مورفولوژی (30)

ارتباط بسیار نزدیکی با فاژ کشف شده توسط این محققان داشت که  

در ارتباط با باشد. ویریده میاحتمالاً آن هم عضوی از خانواده تکتی

غذایی نیز تحقیقاتی  انجام استفاده از فاژها در کاهش آلودگی مواد 

  شود.ها اشاره میشده که در ادامه به برخی از آن

Hagens   در  سالمونلا انتریدیسو همکاران، جهت کنترل

بوقلمون، از فاژهای اختصاصی آن استفاده کردند. نتایج نشان داد 

درصد کاهش  90تا  70موجب  1010و  PFU/mL  810های غلظت

. در این پژوهش (31)شدند  ونلا انتریدیسسالمدر جمعیت باکتری 

 اشریشیاکلیاز فاژ اختصاصی  PFU/mL 810نیز استفاده از غلظت 

به کمتر  10log 3موجب کاهش جمعیت باکتریایی گوشت مرغ از  از 

 سیکل لگاریتمی شد. 1از 

Hungaro  و همکاران، از ترکیب عوامل شیمیایی و فاژها جهت

. در پوست مرغ استفاده کردند انتریتیدیسسالمونلا کاهش باکتری 

سالمونلا باکتری  از 2CFU/cm 510های پوست مرغ با نمونه
 PFU/mLفاژ لیتیک اختصاصی ) 5آلوده و با مخلوطی از انتریتیدیس 

کلروایسوسیانورات یا ( و عوامل شیمیایی )مانند سدیم دی910

 وداً به اندازهاسید( تیمار شدند. در هر دو تیمار کاهشی حدپراستیک

. برخلاف (19)متر مربع مشاهده شد سیکل لگاریتمی در هر سانتی 1

ها، در این پژوهش تنها از یک نوع فاژ لیتیک اختصاصی با غلظت آن

PFU/mL 810  تلقیح شده به  اشریشیاکلیجهت کاهش باکتری

ا ه( استفاده شد که نتایجی مشابه به آنCFU/mL 310گوشت مرغ )

 .(19)دست آمد به

Fiorentin  سالمونلا انتریتیدیس و همکاران، از فاژهای لیتیک
(PFU/mL 910 جهت کاهش باکتری ) سالمونلا انتریتیدیس
(CFU/mL  610)  تلقیح شده به پوست مرغ استفاده کردند. بر اساس

پس از کشتار با فاژ تیمار  9و  6، 3هایی که در روزهای نتایج در نمونه

 مشاهده شد سالمونلاهای توجهی در تعداد باکتریشدند، کاهش قابل 

 شاکلیاشری. نتایج این تحقیق نیز گواه کاهش قابل توجه جمعیت (32)

 تلقیح شده به گوشت مرغ پس از تیمار با فاژ مورد نظر بود.

 گیرینتیجه
پژوهش حاضر اولین تحقیق بنیادی درباره کاربرد فاژ در کنترل 

اژ پژوهش، ف در گوشت مرغ در ایران بود. در این اشریشیاکلیآلودگی 

جداسازی شده از فاضلاب از نظر  اشریشیاکلیلیتیک اختصاصی 

طور احتمالی مورفولوژی دارای کپسیدی کروی و فاقد دم بود که به

ویریده تعلق یافت و دارای اثر ضدمیکروبی قوی بر به خانواده تکتی

ای هاما بر باکتری بود،اشریشیاکلی های انتخابی باکتری سویه

اثر  اورئوس استافیلوکوکوس ویرسینیا انترکولیتیکا ، سالمونلا انتریکا

باکتری اشرشیاکلی در گوشت  ضدمیکروبی نداشت. همچنین میزان

 4کاهش و پس از  10log 8/1به  10log 3ساعت از  24مرغ را پس از 

نوان عتواند بهسیکل لگاریتمی رساند. بنابراین، می 1روز به کمتر از 

 در مواد غذایی استفاده شود.  اشرشیاکلیعامل بیوکنترل باکتری 

 سپاسگزاری
این مقاله حاصل رساله دکتری دانشکده صنایع غذایی دانشگاه 

ان وسیله نویسندگکشاورزی و منابع طبیعی گرگان است. بدینعلوم

این مقاله از گروه علوم و مهندسی صنایع غذایی دانشکده صنایع 

 شناسی دانشگاه ملایر بابتغذایی این دانشگاه و  همچنن گروه زیست

 ها و زحمات فراوانشان کمال تشکر و قدردانی را دارند.حمایت

 منافعدر تعارض 
 .ن تعارض در منافع گزارش نشده استبین نویسندگا
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