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 ABSTRACT 
 

Background: Escherichia coli is an important pathogen and microorganism of the normal intestinal flora of humans and 
animals. One of the important serotypes of E. coli is O157: H7. Because of the excessive and arbitrary use of antibiotics, 
multiple drug resistance has increased against these organisms. The main problem in treating infections caused by E. coli is 
its dependence on the administration of a large number of common antibiotics and the resistance of some strains to 
antibiotics. Phage therapy refers to the therapeutic use of phages to eliminate bacterial infections. In the first step, it is 
necessary to separate and identify bacteriophages that affect the target bacteria. Therefore, the present study was 
performed to isolate the phage that was effective on enterohemorrhagic E. coli isolates.  

Materials & Methods: In this study, after collection of sewage samples, bacteriophages were isolated by filtration and 
enrichment in an enterohemorrhagic E. coli overnight culture. The presence of bacteriophage was detected by plaque 
observation in a double layer agar and confirmed by TEM electron microscopy.  

Results and Conclusion: The results of the observation with electron microscopy revealed the presence of bacteriophage 
with the appearance of the Cystoviridae, Myoviridae and Podoviridae families. Unfortunately, although the titration of 
phages and molecular study were not performed in the current study due to the lack of budget, we found antibacterial 
activity of isolated phages using plaque formation observation, and the presence of phages belonging to Cystoviridae, 
Myoviridae and Podoviridae families was confirmed by TEM microscopy. Therefore, the effective phage against O157: H7 
was successfully identified, isolated, and purified. 
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Introduction
Escherichia coli O157: H7 (E. coli) is an important 

dietary pathogen that causes dysentery and 
sometimes hemolytic-uremic syndrome (HUS) (1). This 
human-animal common human pathogen can remain 
in food and environments and produce biofilms. 

Consumption of contaminated foods such as beef, 
dairy products, ready-made salad, vegetables, and 
fruits are some of the ways this pathogen is 
transmitted (3-7).  Cow is the primary reservoir of 
O157 and is a seemingly healthy carrier of this 
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bacterium in the gastrointestinal tract. Cow excretes 
O157 from its feces, which is the most important risk 
factor for the contamination of the carcass of this 
animal (6, 8). Bacteriophage is a type of virus hosted 
by bacteria. Twort in 1915 and d’Herelle in 1917 
discovered bacteriophage and so it has been an option 
used to control and eliminate bacteria ever since (9). 
Due to public health concerns about the emergence 
and increase in antibiotic-resistant bacteria, the use of 
bacteriophages in the food production and processing 
industry and medicine has been very welcomed (9-12). 
Given the high cost of the pharmaceutical industry 
from discovering new antibiotics, it is essential to 
develop an alternative treatment regimen that is easy, 
inexpensive, affordable, robust, and with few side 
effects to reduce infectious diseases (13, 14). 

Studies have shown that phage therapy is successful 
in the biological control of pathogenic strains of E. coli 
(18-15) and is superior to other methods because of 
reproducibility. Unlike antibiotics, when the number 
of pathogens increases, their specificity, and function 
can improve. Admittedly, the disadvantage of phage 
therapy for controlling intracellular endotoxin-
producing bacteria is that we may experience an 
excessive secretion of toxins after the bacteria have 
died and their walls have been ruptured (17). 

Bacteriophage is a new and suitable option to 
reduce the level of E. coli O157: H7. A review of 
previous works has shown that E. coli O157: H7 levels 
decreased in tomatoes, spinach, beef, and meat 
surfaces after phage therapy (1, 19). Another study 
has shown that bacteriophage has a reducing effect on 
the amount of E. coli O157: H7 in cooked and raw beef 
(20, 21). It is noteworthy that the results of another 
study identified podophage CA933P as a suitable 
solution for the removal of enterohemorrhagic E. coli 
(22). 

Therefore, in the current research, we tried to 
isolate of E. coli O157:H7 bacteriophages from 
sewage. The results, presenting the isolated phage, 
can be utilized in developing biocontrol agents against 
E. coli contamination. 

Materials and Methods  
Bacteria 

E. coli O157:H7 (ATCC: 35218) prepared from 
microbial collection of Pasteur Institute of Iran and 
kept in the microbiology laboratory. It was confirmed 
as E. coli O157:H7 by PCR assay for stx2 O157:H7 
detection. Genomic confirmation was performed 
using the primers listed in Table 1(23).

 

Table 1.  Specifications of primers used for genomic approval of Escherichia coli (ATCC: 35218) 

Target gene Primer sequence Amplicon Size Reference 

stx2 Forward: TTA ACC ACA CCC CAC CGG GCA GT 
Reverse: GGA TAT TCT CCC CAC TCT GAC ACC 524 Pollard, Johnson, Tyler, and 

Rozee (1990) (24) 

 

Sampling and Preparation of Sewage 

The sampling was conducted via a sterile glass bottle; 
and sewage samples were taken from a refinery in 
Chaharmahal and Bakhtiari province. Then the samples 
were transferred to the laboratory and centrifuged at 
8000g for 10 minutes. Finally the supernatant was filtered 
by sterile 0.2 μm Minisart filters (Sigma- Aldrich, Cat. No.: 
16534K). 

Preparation of Bacteria and Adding Sewage 

At first, one milliliter of overnight bacterial culture 
medium was added to 20 milliliters of BHI liquid culture 
medium, and the suspension was incubated for 3 hours at 
37°C. Then, 20 milliliters of filtered sewage were added to 
this suspension and incubated at 37°C for 24 hours. 
Afterwards, it was centrifuged for 10 minutes at 8000 g. 
Finally, the supernatant was filtered through a 0.45 μm 
sterile syringe filter (Sigma- Aldrich, Cat. No.: CLS431225) 
(24). 

Phage Isolation 

Bacteria were grown in 20 mL of BHI medium and 
incubated for 4h at 37°C. Then, 20 mL of the filtered 

supernatant of the sewage culture in BHI whose 
preparation steps were added to the bacteria culture and 
incubated for 24 h at 37°C. After Centrifuge for 10 minutes 
at 8000 g, the supernatant were filtered through a 0.2 μm 
syringe filters (Sigma- Aldrich, Cat. No.: CLS431229). Phage 
isolation was performed using the double agar method. 
First, 9 mL semi-solid BHI (containing 0.7% agar) was 
placed into tubes and sterilized. When the temperature of 
the semisolid medium reached to about 45°C, 0.1 mL of 
overnight cultured and filtered bacteria was added to it 
and spread throughout the culture medium. This culture 
medium was then added to a solid and sterile BHI medium 
(containing 1.5% agar) to form a two-layer culture. When 
the agar was tightened, 20 μL of the filtered sewage was 
placed in the center of the culture medium and incubated 
for 24 hours at 37°C (24). 

Electron Microscopy 

The phage suspension was centrifuged for 90 minutes at 
20000g. The supernatant was then slowly withdrawn from 
the tube and the pellet adhered to the tube wall was 
dissolved in 50 mL of Phage buffer and again centrifuged 
as described above. After centrifuge, the supernatant 
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solution was removed and the pellet was dissolved in 25 
mL of Phage buffer. For the coloring of the phages, 10 μL 
of the suspension was transferred to a carbon-treated 
copper grid (400 Mesh) and placed for 210 seconds in this 
mode. Then, the grid was then placed in the room 
temperature for 20 seconds. After that, 20 μL of uranium 
acetate was poured onto the grid and after 160 seconds. 
Eventually, the excess uranium acetate was removed 
gently using a drying paper, and the grid was left in room 
temperature for 30 minutes to be completely dried (25). 

Results and Discussion  
In the current study, for the confirmation of O157:H7, 

the presence of stx2 fragment of O157:H7 was detected 
using PCR test. Positive PCR product and positive control 
sample were in the size of 524 bp, while no bands were 
detected for negative control after electrophoresis in 1% 
agarose gel (Figure 1). 

 

 
Figure 1. Electrophoresis gel image of E. coli 

O157: H7 PCR product 

1: positive sample for stx2 (524 bp), 2: 100 bp leader, 3: 
positive control (524 bp), 4: Negative control 

To detect the plaque formation, lytic bacteriophages 
were isolated after the inoculation of the sewage into 
double layer agar, and the phage plaques were completely 
formed in the plates. These plaques indicated that these 
phages had lytic effects on E. coli O157: H7 (Figure 2). 

 

 
Figure 2. Phage plaques on culture medium 

In the images taken by TEM electron microscopy, due to 
the morphological features, the isolated phages belonged 
to the Podoviridae, Myoviridae, and Cystiviridae families 
(Figures 3-5). The podoviridae have symmetrical heads 
and non-retractable tails. Members of the myoviride 
family have relatively high symmetrical head and tail 
contraction, and cystoviride members have spherical 
heads and contraction tails.  

 
Figure 3. Electronic microscope image of phage 

belonging to the Cystoviridae 

 
Figure 4. Electronic microscope image of phage 

belonging to the Podovirida 

 
Figure 5. Electronic microscope image of phage 

belonging to the Myoviridae 

Therefore, in the current study, using TEM microscopy 
observation, phages against E. coli O157:H7 belonging to 
the Podoviridae, Myoviridae and Cystiviridae families 
isolated from the liquid sewage samples were taken from 
a refinery in Chaharmahal and Bakhtiari province, Iran. The 
basis of the diagnosis in the present study was the shape 
and symmetry of the phages, which, of course, must be 
confirmed by other molecular methods. In the previous 
studies, E. coli phages have been isolated from different 
sources. For example, Jurczak-Kurek et al. (2016) detected 
60 infecting E. coli bacteriophages from urban sewage. 
They found the phages belonging to Siphoviridae and 
Podoviridae families, using virion and plaque morphology 
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evaluation, propagation temperature range and thermal 
inactivation conditions and the effects of the osmotic 
shock, high and low pH and detergent or organic solvents, 
and finally genomic analyses (25). In the present study, 
due to lack of budget, we only performed virion and 
plaque morphology evaluation that should be confirmed 
with more tests. 

In another study, Askora et al. (2015) identified an 
effective lytic bacteriophage against a number of 
enthraemorrhagic and enteropathogenic Escherichia coli 
strains. They named the isolated phage as øZE1. It was 
confirmed that the phage belonged to family Siphoviridae 
using electron microscopy and produced lysis on four E. 
coli strains. Also, the resistance to pH, heat, and 
chloroform was evaluated, and genomic analysis of ØZE1 
phage was performed (26). In the present study, similar to 
the study of Askora et al., the initial basis for the diagnosis 
of phage was based on the electron microscopy. 

Jamal et al. (2015) isolated and characterized a phage 
belonging to Myoviridae that was effective on antibiotic 
resistant Escherichia coli strains. In their study, the phage 
morphology was identified using TE microscopy the same 
as what we performed in the current research. 
Furthermore, they described high levels of resistance of 
MJ1 to heat and pH change (27).  

The sufficient therapeutic effect of phages has been 
established in many studies. For example, Periasamy and 
Sundaram (2013) applied bacteriophages for pathogen 
removal from wastewater. In their study, E. coli specific 
phage was isolated, and its effective titer was 
standardized. (24). Although, the titration of phages were 
not performed in the current study, we found antibacterial 
activity of isolated phages using plaque formation 
observation.  

 In another study, Sadekuzzaman et al. (2017) reduced 
E. coli O157:H7 in biofilms by bacteriophage BPECO 19. 
The phage treatment performed by Sadekuzzaman et al. 
decreased E. coli viability (2). Phage treatment, which was 

used in this study, reduced the survival of O157: h7. With 
plaque formation test, we found antibacterial activity of 
isolated phages against E. coli O157:H7. 

Arthur et al. (2017) used bacteriophage to reduce the 
bacterial population in the skin and carcasses of cows 
found in beef processing plants. The results showed that 
phage did not significantly reduce E. coli O157: H7 during 
processing (28). In another work, Seo et al. (2016) 
inhibited the growth of O157:H7 in beef, pork, and chicken 
meat by BPECO19 phage (29).  

Overall, due to the increasing threat imposed by 
multidrug resistance, it is necessary to search for novel 
antimicrobials. There is a growing need for alternative 
agents of antibiotics and conventional drugs for the 
prevention and treatment in humans and animals. 
Exploring bacteriophages as biological control agents can 
help control antibiotic resistant pathogens. In addition, 
bacteriophage may apply in pathogen detection and 
biopreservation. In the present study, E. coli O157: H7 
infecting phages were isolated and were available for 
complementary studies assaying the biological aspects of 
isolated phages and their in vivo and clinical applications. 
In addition, further studies can be helpful to use the 
potential for therapeutic potential and evaluate isolated 
phages for virulence factors and their ability to transmit 
genes. 

Conclusion  
Overall, in the current study, E. coli O157:H7 phages 

belonging to the Podoviridae, Myoviridae and 
Cystiviridae families were isolated from liquid sewage 
samples and are available for the future studies. 
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انسان و  ةفلور نرمال رود هايمیکروارگانیسمها و پاتوژنترین شایعو ترین عنوان یکی از مهمبه  اشرشیا کلی :و هدف زمینه
از سروتایپ از حد و    O157:H7انتروهموراژیک    کلیشیایاشرهاي مهم   حیوانات مطرح است. یکی  است. به دلیل مصرف بیش 

مقاومتبیوتیکآنتی  ۀخودسران ارگانیسمها،  این  مورد  در  دارویی چندگانه  یافته  هاي  افزایش  درمان  مشک است.  ها  در  اصلی  ل 
هاي رایج و نیز مقاوم بودن تعدادي  بیوتیکتعداد زیادي از آنتیتجویز  وابسته بودن درمان آن به    اشرشیا کلیهاي ناشی از  عفونت

هاي باکتریایی است و در . فاژدرمانی، استفاده از فاژها با اهداف درمانی براي از بین بردن عفونتاست  بیوتیکآنتی  ها بهاز سویه
 اولین گام جداسازي و شناسایی باکتریوفاژهاي مؤثر بر باکتري مورد نظر ضروري است. 

 انجام شد.  O157:H7  کلی اشرشیاحاضر با هدف جداسازي فاژ مؤثر بر   ۀمطالع کار:روش
سازي در یک کشت در این مطالعه پس از اخذ نمونۀ فاضلاب، باکتریوفاژها به طریق فیلتراسیون و غنی   روش کار:مواد و  

 شد. دادهشدند. حضور باکتریوفاژ با استفاده از مشاهدة پلاك در آگار دولایه تشخیص  جدا O157:H7 کلی اشرشیا شبانۀ
، سیستوویریدههاي  نتایج مشاهده با میکروسکوپ الکترونی حضور باکتریوفاژهایی با مشخصات ظاهري خانواده  :تایج و بحثن

فاژها و مطالعه    سیونترا یتبه دلیل کمبود بودجه  انه  متأسفکه  باوجوديدر مطالعه حاضر،  .  را نشان داد  پودوویریدهو    مایوویریده
و   میجدا شده را مشاهده کرد   يفاژها  ییایضدباکتر  تیپلاك، فعال  لیانجام نشده است، ما با استفاده از مشاهدات تشک  یمولکول

  ژ فا  نیشد. بنابرا  د ییتأ  TEM  کروسکوپیتوسط م  Podoviridaeو    Cystoviridae  ،Myoviridaeهاي  متعلق به خانواده  يوجود فاژها
 شد. خالصو  ي، جداسازییشناسا تیبا موفق O157: H7مؤثر در برابر 
 ، درمان. O157:H7، باکتریوفاژ، اشرشیا کلی :هاواژه کلید
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 مه مقد 
بیماري   ک ی  O157: H7 (E. coli) ی اکل ی اشرش  مهم    ي زا عامل 

 ک ی اورم - ک ی ت ی سندرم همول   ی و گاه   ی است که باعث اسهال خون   یی غذا 
(HUS)  تواند  مشترك انسان و دام می   ی پاتوژن انسان   ن ی . ا )1( شود  می

  د ی تول   لم ی وف ی بماند و متعاقباً ب   ی هاي مربوط به غذا باق ط ی در غذا و مح 
غذاها   ق ی طر   از  O157: H7 کند  و    ي مصرف  گاو  گوشت  مانند  آلوده 
-3(شود  منتقل می ها  وه ی ، و م جات ی سالاد آماده، سبز   جات ی ، سبز ات ی لبن 
در    ي باکتر   ن ی حاملان بدون علامت ا است و   O157 ه ی . گاو مخزن اول )7

  دفع مدفوع خود    از را   O157 . گاو حامل رود به شمار می دستگاه گوارش  
شده از  د ی هاي تول گوشت   ی عامل خطر عمده در آلودگ   ک ی ، که  کند می 

 .)8، 6(است    وانات ی ح   ن ی ا 

  زبان ی هاي م ي باکتر   ز ی هستند که باعث ل   یی ها ویروس   وفاژها ی باکتر 
در    d’Herelleو    1915در    Twortتوسط    ها شوند. از زمان کشف آن   ی م 

قرار گرفته    ي بردار ها مورد بهره ي کنترل باکتر   ي برا   وفاژ ی ، باکتر 1917
هاي مقاوم  ي در مورد باکتر   ی بهداشت عموم   ی . با توجه به نگران )9(است  

آنتی  باکتر به  از  استفاده  باکتر   ي برا   وفاژها ی بیوتیک،  هاي  ي کنترل 
ب ي بیمار  قرار گرفته    ی و علوم پزشک   یی غذا   ع ی صنا   شتر ی زا مورد توجه 
از    ي صنعت داروساز  دست کشیدن بالا و  ۀ ن ی به هز نظر . )12-9(است 

نحوي  به    ن ی گز ی جا   ی درمان   م ی رژ   توسعه ،  د ی هاي جد بیوتیک کشف آنتی 
  ي برا   ی و با حداقل عوارض جانب   ي قو   ار ی در دسترس، بس   ، سان ارزان، آ   که 

 . )14،  13(است    ي ضرور   ی باشد، هاي عفون ي مار ی کاهش ب 

 ی پزشکی ایرانشناسکروبیممجله 
 1399بهمن و اسفند ـ  1 ـ شماره 15سال 

www.ijmm.irJournal homepage:  

مقاله 
 کوتاه

http://ijmm.ir/
http://www.ijmm.ir/


9139اسفند   –بهمن  ▐ 1 شمارة 15  سال▐شناسی پزشکی ایران مجلۀ میکروب  

135 

فاژدرمان  که  است  شده  ب   ی ثابت  کنترل    E. coli  ی ک ی ولوژ ی در 
  ی ماده درمان   ک ی استفاده از    ت ی و مز   )18-15( زا کارآمد است  بیماري 

خاص بالا و    ی ژگ ی ها، از و بیوتیک برخلاف آنتی   و   را دارد   دنی خودتکرارش 
تعداد    ت ی فعال   ش ی افزا  که  زمانی  می ها  پاتوژن در  پیدا    کند، افزایش 

بردن    ن ی از ب   ي برا   ک ی ت ی وجود، استفاده از فاژ ل   ن ی برخوردار است. با ا 
ضرر را دارد که در اثر    ن ی ، ا ی داخل سلول   اندوتوکسین   واجد هاي  ي باکتر 

 . )17(اتفاق بیفتد  ترشح سموم    انفجار ،  ي باکتر   ز ی ل 

  د یجد  یکروب یضد مننده  کمداخله    کیعنوان  به   وفاژیباکتر
سطح  ي برا است.   شنهادیپ    E. coli O157: H7  کاهش  شده 

قبل مهار  یمطالعات  باکترکوکتل   ي اثر  رو   وفاژیهاي   E. coliي را 

O157: H7   اسفناج، گوشت گاو و  یگوجه فرنگ  درسطوح    ي بر رو ،
  ه است داده شد  ان، نشنی. علاوه بر ا)19،  1(  ه است گوشت نشان داد

درمان     E. coli O157: H7  که با  خام  و  پخته  گاو  گوشت  در 
م   وفاژیباکتر ب21،  20(  ابدیی کاهش  کهه ).  شد  ثابت   علاوه، 

podophage CA933P کنترل    ي برا  ي اکننده  دواریام  ي دا یکاند
 .)22(است  ک ی انتروهموراژ  E. coli کیولوژیب

 E.coli  ي جداساز   کردیم  ی مطالعه، ما سع  نی، در انیبنابرا

O157ي وفاژهای: باکتر  H7    نشان داد   جینتاانجام شود و  از فاضلاب
در برابر    یکیولوژیدر توسعه عوامل کنترل ب  دتوانمی فاژ جدا شده  

 .گردداستفاده  E. coli یآلودگ

 هامواد و روش

 ي باکترآوري جمع
E. coli O157: H7     با شماره  ATCC: 35218    ی کروب ی م   بانک از  

.  شد  ي نگهدار  ي ولوژ ی کروب ی م  شگاه ی و در آزما  ه ی ته  ران ی پاستور ا  انستیتو 
 stx2  ص ی تشخ   ي برا   PCRروش    از   E. coli O157: H7  براي تایید سویه 

O157: H7   ذکر شده در    ي با استفاده از آغازگرها   ی ژنوم   د یی تأ   استفاده و
 . )23(  شد   انجام   1جدول  

 

 (ATCC: 35218) یاکلیاشرش  یژنوم دییتأ يمورد استفاده برا يرهاپرایم مشخصات  .  1جدول 

 منبع اندازه امپلیکون  توالی پرایمر  ژن هدف 

stx2 Forwarad: TTA ACC ACA CCC CAC CGG GCA GT 
Reverse: GGA TAT TCT CCC CAC TCT GAC ACC 524 Pollard, Johnson, Tyler, 

and Rozee (1990) (24) 

 

 فاضلاب آماده سازي و  ينمونه بردار
انجام شد و    ل ی استر   ي ا شه ی ش   ي بطر   ک ی با استفاده از    ي ر ی گ نمونه 
از  نمونه  فاضلاب  خانه   ک ی هاي  و    تصفیه  چهارمحال  استان  در 

  8000  ر منتقل و د   شگاه ی ها به آزما گرفته شد. سپس نمونه   ي ار ی بخت 
مدت   ما   وژ ی ف ی سانتر   قه ی دق   10به  سپس  توسط    یی رو   ع ی شدند، 

(س   لتر ی ف   Minisart  کرومتر ی م   0.2  ل ی استر   ي لترها ی ف    - گما ی شد 
 ). 16534K:  کاتالوگ ، شماره  چی آلدر 

 و افزودن فاضلاب  يباکتر هیته
لیتر  میلی   20شبانه به    یی ا ی کشت باکتر   ط ی مح   تر ی ل ی ل ی م   ک ی ابتدا،    در 
ساعت    3به مدت    ون ی اضافه شد و سوسپانس   BHI  ع ی کشت ما   ط ی مح 

لیتر فاضلاب  میلی   20درجه سلسیوس انکوبه شد سپس    37  ي در دما 
درجه سلسیوس    37  ي اضافه و در دما   ون ی سوسپانس   ن ی شده به ا   لتر ی ف 

   gدر   قه ی دق   10. پس از آن، به مدت  گردید ساعت انکوبه    24  دت به م 
ما   وژ ی ف ی سانتر   8000 طر   یی رو   ع ی شد.  استر   لتر ی ف   ق ی از    ل ی سرنگ 

(س   لتر ی ف   کرومتر ی م   0/ 45 شماره  چی آلدر   - گما ی شد  :  کاتالوگ ، 
CLS431225 (   )24(  . 

 

 فاژ   يجداساز
رشد داده شدند و به مدت    BHI  ط ی لیتر مح میلی   20ها در  ي باکتر 

  20. سپس  گردیدند درجه سلسیوس انکوبه    37  ي ساعت در دما   4
که مراحل آماده    BHIشده فاضلاب در    لتر ی ف   ی لیتر از ماده اضاف میلی 
اضافه شد    ي شرح داده شد، به کشت باکتر   ی آن در قسمت قبل   ي ساز 

.  گردید درجه سلسیوس انکوبه    37  ي ساعت در دما   24و به مدت  
از سانتر  رویی ،  g  8000در    قه ی دق   10به مدت    وژ ی ف ی پس  از    مایع 

،  Sigma-Aldrichشد (   فیلتر   کرومتر ی م   0/ 2سرنگ    ي لترها ی ف   ق ی طر 
Cat. No.: CLS431229 جداساز آگار    ي ).  روش  از  استفاده  با  فاژ 

درصد    0/ 7  ي جامد (حاو   مه ی ن   BHIلیتر  میلی   9انجام شد. ابتدا    دولایه 
لوله  قرار داده و استر آگار) در    ط ی مح   ي که دما   ی شد. هنگام   ل ی ها 

حدود    مه ی ن  به  لیتر  میلی   0.1،  د ی رس   سلسیوس درجه    45جامد 
  ط ی شده به آن اضافه شد و در مح   لتر ی شده و ف شبانه  کشت    ي باکتر 

جامد    ط ی مح   ک ی کشت به    ط ی مح   ن ی . سپس ا افت ی کشت گسترش  
دو    کشت   ک ی درصد آگار) اضافه شد تا    1/ 5  ي (حاو   BHI  ل ی و استر 

  لتر ی از فاضلاب ف   تر ی کرول ی م   20آگار سفت شد،    ی شود. وقت   جاد ی ا   ه ی لا 
  ي ساعت در دما   24کشت قرار گرفت و به مدت    ط ی شده در مرکز مح 

 . )24(درجه سلسیوس انکوبه شد    37



 O157:H7  کیهموراژ یکل   ایشی اشر يباکتر هیموثر عل يوفاژهایباکتر يداسازج | و همکارانفروغ مختاري 

136 

 ی الکترون کروسکوپیم
شد. سپس    وژ ی ف ی سانتر   g ×20000در    قه ی دق   90فاژ به مدت    ق ی تعل 
لوله    واره ی به د   ده ی چسب   پلت از لوله خارج شده و    ی به آرام   یی رو   ع ی ما 

  وژ ی ف ی سانتر   با شرایط ذکر شده   لیتر بافر فاژ حل و دوباره میلی   50در  
  25در    رسوب شد و    اشته برد   یی ، محلول رو وژ ی ف ی شد. پس از سانتر 

برا میلی  شد.  فاژ حل  بافر    تر ی کرول ی م   10فاژها،    ي ز ی آم رنگ   ي لیتر 
با کربن (   تریت   ی شبکه مس   ک ی به    ون ی سوسپانس  مش)    400شده 

. سپس شبکه به  گرفت حالت قرار    ن ی در ا   ه ی ثان   210منتقل شده و  
  ت استا   تر ی کرول ی م   20اتاق قرار گرفت. سپس،    ي در دما   ه ی ثان   20مدت  

  وم ی ، استات اوران ه ی ثان   160شد و پس از    خته ی شبکه ر   ي رو   وم ی اوران 
کاغذ خشک کن برداشته شد و    ک ی با استفاده از    ی به آرام   ی اضاف 

ماند تا کاملا خشک    ی اتاق باق   ي در دما   قه ی دق   30شبکه به مدت  
 . )25(شود  

 

 و بحث  جینتا
 :O157از    stx2، وجود قطعه  O157: H7  د یی تأ   ي مطالعه حاضر، برا   در 

H7    با استفاده از تستPCR   داده شد. محصول    ص ی تشخPCR    مثبت
که بعد از    ی جفت باز بود، در حال   524و نمونه شاهد مثبت در اندازه  

  ص ی تشخ   ی کنترل منف   ي برا   ي باند   چهی   % 1الکتروفورز در ژل آگارز  
 ). 1داده نشد (شکل  

 

 
 H7 PCR E. coli ژل الکتروفورز محصول ری تصو .1 شکل

O157: 

:  3جفت باز،    100  لدر :  2جفت باز)،  stx2  )524 ي مثبت برا   : نمونه 1
 ی : کنترل منف 4جفت باز)،    524کنترل مثبت ( 

،  ه ی دو لا   آگار فاضلاب به    ح ی پلاك، پس از تلق   ل ی تشک   ص ی تشخ   ي برا 
  ها پلیت طور کامل در  جدا شده و پلاك فاژ به   ک ی ت ی ل   ي وفاژها ی باکتر 
بر    ی ک ی ت ی فاژها اثرات ل   ن ی که ا داد ی ها نشان م پلاك   ن ی شد. ا   ل ی تشک 

 ). 2دارند (شکل    E. coli O157: H7  ي رو 
 

 
 کشت  طیپلاك فاژ در مح  .2 شکل

،  TEM  یالکترون   کروسکوپیگرفته شده توسط م  ری در تصاو
جدا شده   ي د فاژهایرسی ، به نظر مکیهاي مورفولوژیژگیو  لیبه دل

تعلق دارند   Cystiviridaeو    Podoviridae  ،Myoviridaeبه خانواده  
غیر قابل  سر متقارن و دم    ي دارا  podoviridae).  5-3هاي  (شکل

اعضا  انقباض  م   ي است.  دم    هدیریووی خانواده  و  متقارن  قابل  سر 
 ي سر کرو  ي دارا   هدیریستوویس  ي دارند و اعضا   ییانقباض نسبتاً بالا 

 هستند.  ی و دم انقباض

 

 
 Cystoviridae فاژ متعلق به یک یالکترون  کروسکوپیم ر یتصو .3 شکل

 

 
 Podoviridae فاژ متعلق به یک یالکترون  کروسکوپی م ریتصو .4 شکل
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 فاژ متعلق به یک یالکترون  کروسکوپیم ر یتصو . 5 شکل

Myoviridae 

مشاهده  نینابراب از  استفاده  با  حاضر،  مطالعه  در   ،
فاژهاTEM  کروسکوپیم ضد،  به   E. coli O157: H7  ي  متعلق 

از   Cystiviridaeو    Podoviridae  ،Myoviridaeهاي  خانواده
در استان چهارمحال و   خانهتصفیه   کیجدا شده از    عیفاضلاب ما

ص در مطالعه حاضر شکل یگرفته شد. اساس تشخ  رانی، اي اریبخت
با البته  که  بود  فاژها  تقارن  سا  دیو  مولکولروش  ریتوسط   یهاي 

از منابع مختلف جدا    E. coli  ي ، فاژهایشود. در مطالعات قبل  دییتأ
  60)  2016و همکاران (  Jurczak-Kurekعنوان مثال،  شده اند. به 

.  ندکرد ییاساشن  ي را از فاضلاب شهر  یکل  ایشیاشر  ضد  وفاژیباکتر
ارز از  استفاده  با  دامنه   روس یو   ي مورفولوژ  یابیمحققان  پلاك،  و 

شرا  ي دما و  ساز  ریغ  طیانتشار  شوك   یحرارت   ي فعال  اثرات  و 
 ي زهایالآن  تیو در نها  یآل  ای  ندهیو مواد شو  نییبالا و پا  pH،  ي اسمز
خانواده  این  که  افتند یدر  یژنوم به  و   Siphoviridaeهاي  فاژها 

Podoviridae  کمبود    لیدر مطالعه حاضر، به دل  )25(  تعلق دارند
 م ی و پلاك را انجام داد   ونیر یو  ي مورفولوژ   یابیبودجه، ما فقط ارز

   شود. دییتأ ي شتریهاي بشیبا آزما دیکه با

  وفاژ ی) باکتر2015و همکاران (  Askora،  ي گر ید  قیدر تحق
ب  کیتیل کنترل  عنوان  به  سو  یبرخ  ي برا  یکیولوژیرا  هاي هیاز 

با خطر ابتلا به انسان   کیو آنتروهموراژ   کیانتروپاتوژن  یکل  ایشیاشر
. با  دندینام   ØZE1. آنها فاژ جدا شده را  ندو دام در مصر جدا کرد

شد که فاژ متعلق به خانواده    دییتا  ی الکترون  کروسکوپیم   ازاستفاده  
Siphoviridae    و لیزاست  سو  سبب  .  شودمی   E. coli  هیچهار 

  ه ی تجزو    یابیو کلروفرم بر فاژ جدا شده ارز  pH  ،، اثر گرمانیهمچن
. در مطالعه حاضر، مشابه  )26(انجام شد    ØZE1فاژ    یژنوم  لیو تحل

مبنا  Askoraمطالعه   همکاران،  اساس   صیتشخ  هیاول  ي و  بر  فاژ 
 بود.  یالکترون کروسکوپیم

  نجام شدا  )2015و همکاران (   Jamalوسیلۀبهکه    ي گریکار د
باکتر برابر    Myoviridae MJ1  وفاژی که در آن    یکل  ایاشرشرا در 

 ۀکردند. در مطالع  شناساییو    جداسازي مقاوم در برابر چند دارو  
درست    ي عبور  ی الکترون  کروسکوپیفاژ توسط م  ي آنها، مورفولوژ

اشد انجام  حاضر    قیتحقمشابه   بر  و همکاران    Jamal،  نی. علاوه 
 . )27(  ندگرما را نشان دادبه    pH MJ1  ي دار یاز پا  ي اگسترده   فیط

ثابت شده    ي اریفاژها در بس  کارآمد  یاثر درمان از مطالعات 
به  مثال،  است.   ي برا)  Sundaram   )2013و  Periasamyعنوان 

باکتر از  فاضلاب  از  پاتوژن    ۀفاژ استفاده کردند. در مطالعیوحذف 
 ي برا  ازیفاژ مورد ن   تیجدا شده و جمع  E. coli  یآنها، فاژ اختصاص 

استاندارد   زاتیل  pfu / mL 410  صورتبه    E. coli  بردن موثر  نیاز ب
 فاژ   ونیتراسیمتاسفانه ت  ي کهدر مطالعه حاضر، با وجود.  )24(  شد

نشد،   تشکاانجام  مشاهده  از  استفاده  با  فعال  لیما  ضد    تیپلاك 
 .گردید مشاهدهجدا شده   ي فاژها ي باکتر

تحق (  Sadekuzzaman،  ي گر ید  قیدر  همکاران  )  2017و 
ب  O157: H7  یکل  ایشیاشر در  باکتر  لمیوف یرا  از  استفاده    وفاژیبا 

BPECO 19    باعث آنها  انجام شده توسط  فاژ  کاهش داد. درمان 
  لم یوفیدر ب  2log CFU / cmبه اندازة دوکاهش زنده ماندن سلولها  

 ي در دماها  کیوتیزنده و ب   ریسطوح غ.  )2(کاهو شد    ي رو  افتهیرشد
برا ف   ي مختلف  کاهش  در    شد.  یطراح  یکیولوژیب   لمیسنجش 

 ي فاژها  ي ضد باکتر  تیپلاك، فعال  لیتشک  شیمطالعه حاضر با آزما
   .مشاهده شد O157: H7 ی کل ایاشرشجدا شده در برابر 

Arthur  ) ی اکل یاشرش  وع یکاهش ش  ي ) برا2017و همکاران  
O157: H7موجود    ي گاوها  ۀ و لاش  سطحتیمار    ي را برا  وفاژی، باکتر
ارزدر رستوران نتاند کرد  یابیهاي گوشت گاو  از دست به  جی.  آمده 

قبل    فاژهایوپوست گاو با باکتر  ماریآنها نشان داد که ت  هاي یشآزما
در پوست   E. coli O157: H7  از  ی توجه  ل، کاهش قابي از فرآور

در   .)28(کند  نمی  جادی ا  ي فرآور   یلاشه گوشت گاو در ط  ایگاو  
د (   Seo،  ي گریکار  همکاران  رشد  2016و   (Escherichia coli 

O157: H7   را در گوشت گاو، گوشت خوك و گوشت مرغ با استفاده
 .  ندمهار کرد )BPECO19  )29 وفاژیاز باکتر

به تهدیطور کلبه با توجه  به    یناش  ندهیفزا  دی،  از مقاومت 
است.    ي ضرور  دیجد  یکروبیضد م   ي داروها  ي چند دارو، جستجو

 ی معمول  ي بیوتیک و داروهاآنتی   ن یگزیبه عوامل جا  یروزافزون  از ین
 یوجود دارد. بررس  واناتیو درمان در انسان و ح  ي ریشگیپ  ي برا

تواند به کنترل  می   یکیولوژیب  نترلبه عنوان عوامل ک  وفاژهایباکتر
بیوتیک کمک کند. علاوه بر مقاوم در برابر آنتی   ي زا عوامل بیماري 

باکترنیا تشخ  وفاژی،  در  است  ز  صیممکن  حفظ  پاتوژن   ستیو 
  E. coli O157: H7 مؤثر بر ي اعمال شود. در مطالعه حاضر، فاژها
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برا و  شده  تکم   ي جدا  بجنبه  یابیارز  یلیمطالعات   ی کیولوژیهاي 
کاربردها  ي فاژها و  شده  دسترس     in vivo و  ی نیبال  ي جدا  در 

اهستند بر  علاوه  ب نی.  مطالعات  برامی   شتری،  از   ي تواند  استفاده 
 ي فاکتورها  ي جدا شده برا  ي فاژها  یابیو ارز  ی بالقوه درمان  ل یپتانس

 .باشد د یآنها در انتقال ژن مف ییحدت و توانا

 گیري هجی نت
حاضر،  یطورکلبه مطالعه  در   ،E. coli O157فاژها   H7  ي : 

  Cystiviridaeو    Podoviridae  ،Myoviridaeهاي  متعلق به خانواده 

نمونه مااز  فاضلاب  برا  عیهاي  و  شده  آ  ي جدا  در   ندهیمطالعات 
 دسترس هستند. 
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