
Paramedical Sciences and Military Health

Volume 17, Number 2, 2022

Original Article

Investigating the Effect of Lytic Bacteriophages on Pseudomonas 
Aeruginosa Isolates with Multidrug Resistance (MDR) in Tehran in 

2021
Mohammad Hosein Torabnejad1, Jalal Ahmadi2, Alireza Dadashi3*  

1 Department of Laboratory Sciences, Faculty of Paramedicine, University of Medical Sciences of the Islamic Republic of Iran Army 
(AJA), Tehran, Iran

2 Department of microbiology, Faculty of Medicine, Yazd University of Medical Sciences, Yazd, Iran
3 Department of Infectious Diseases, Faculty of Medicine, University of Medical Sciences of the Islamic Republic of Iran Army (AJA), 

Tehran, Iran

Abstract
Introduction: Pseudomonas aeruginosa bacterium has a high resistance to most anti-Pseudomonas 

drugs, which has caused concern all over the world. Therefore, the effect of lytic bacteriophages on 
Pseudomonas aeruginosa isolates with multi-drug resistance is investigated in this research.

Methods and Materials: Different strains of Pseudomonas aeruginosa bacterium were identified and 
isolated from different clinical samples during 5 months (May 2021 to October 2021) from hospitals and 
laboratories in different parts of Tehran. Moreover, antibiotic resistance was determined by disk diffusion 
method. Isolates with resistance to all drugs were selected and analyzed by molecular method. Then, 
the isolation of bacteriophages from hospital and city wastewater was performed and the presence 
of bacteriophages was investigated by plaque formation. After enriching and concentrating the isolated 
bacteriophages and staining the samples, transmission electron microscope (TEM) was used to examine 
the morphology of the bacteriophages.

Result: Among 70 strains of Pseudomonas aeruginosa, 24 (34%) strains of bacteria had multidrug 
resistance to all tested antibiotics and bacteriophage plaques were seen against 22 (91%) of them. In the 
pictures taken by Transmission Electron Microscopy (TEM), the main bacteriophage was identified in all 
plaques, which were similar to Podoviridae and Plasmoviridae families.

Discussion and Conclusion: The bacteriophages that were isolated have a very good bactericidal effect 
on isolates with multi-drug resistance of Pseudomonas aeruginosa bacterium and they can be suitable 
candidates for using in phage therapy against these infections.
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بررسی اثر باکتریوفاژهای لایتیک بر جدایه‌های سودوموناس آئروژینوزا با    ... 

بررسی اثر باکتریوفاژهای لایتیک بر جدایه‌های سودوموناس آئروژینوزا با مقاومت چند دارویی)MDR( در شهر 
تهران در سال 1400
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چکیده 

مقدمه: باکتری ســودوموناس آئروجينوزا دارای مقاومت بسیار زیاد به اکثر داروهای ضد سودوموناسی می‌باشد که همین امر موجب 
ایجاد نگرانی در سراســر دنیا گردیده اســت. از این رو در این تحقیق به بررسی اثر باکتریوفاژ‌های لایتیک بر جدایه‌های سودوموناس 

آئروژینوزا با مقاومت چند دارویی پرداخته می‌شود.
مواد و روش‌ها: ســويه‌های مختلف باکتری سودوموناس آئروجينوزا از نمونه‌های مختلف باليني در طي 5 ماه )اردیبهشت ماه 1400 
تا مهر ماه 1400( از بیمارســتان‌ها و آزمایشگاه‌های نقاط مختلف شهر تهران شناسايي و جداسازی گردید و مقاومت آنتي بيوتيکی به 
روش ديسك ديفيـوژن انجـام گردید.جدایه‌هایی با مقاومت همه دارويي انتخاب و با روش مولکولی مورد بررسی قرار گرفتند. سپس 
جداســازی باکتريوفاژها از فاضلاب بيمارستاني و شهری انجام شد و توسط ايجاد پلاک ، حضور باکتريوفاژها بررسي گرديد. پس از 
غني ســازی و تغليظ باکتريوفاژهای جداسازی شــده و رنگ آميزی نمونه ها، از ميکروسکوپ الکتروني گذاره )TEM( برای بررسی 

مورفولوژیکی باکتریوفاژها استفاده گرديد.
یافته‌ها: از ميان 70 ســویه ســودوموناس آئروجينوزا، 24 ) 34 درصد( ســويه از باکتری‌ها دارای مقاومت چند دارویی به همه آنتي 
بيوتيک‌های تســت شــده بودند که پلاک‌های باکتريوفاژها بر عليه 22) 91 درصد( عدد از آن‏ها ديده شــد. در تصاوير گرفته شــده 
توســط ميکروسکوپ TEM باکتريوفاژ اصلي در مورد همه پلاک‌ها مورد شناسايي قرار گرفت که مشابه به خانواده‌های پودوویروس 

)Podoviridae( و پلاسموویروس )Plasmoviridae( بودند.
بحث و نتیجه گیری: باکتريوفاژهای که جداســازی شدند اثر باکتری کشــي بسیار خوبی بر روی ایزوله‌های با مقاومت چند دارویی 

باکتری سودوموناس آئروجينوزا داشته و مي‌توانند کانديداهای مناسبي برای استفاده در فاژدرماني بر عليه اين عفونت‌ها باشند.
کلمات کلیدی: باکتريوفاژ، فاژدرماني، سودوموناس آئروجينوزا، مقاومت آنتي بيوتيکي
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است که ســودوموناس آئروژینوزا به عنوان یک پاتوژن فرصت 
طلب، بــرای آلوده نمودن میزبانش، به نقص ایمنی آن نیاز دارد. 
بنابراین به این دلیل است که سودوموناس آئروژینوزا یک عامل 
قدرتمند عفونت‌های بیمارســتانی است و تهدیدی جدی برای 
بیماران که دارای دســتگاه تهویه، سرطان و سوختگی می‌باشد. 
باکتریوفاژ‌‌ها ویروس‌هایی هســتند کــه می‌توانند باکتری‌ها را با 

مقدمه

سودوموناس آئروژینوزا ،یک پروتئوباکتریوم است که به خانواده 
سودوموناداســه تعلق دارد و از تاژک برای حرکت خود استفاده 
می‌کند. ایــن باکتری گرم منفی از ســاختاری میله‏ای 0/8-0/5 
میکرومتــری برخوردار بوده و می‌توانــد در دماهای مختلف و 
غذای ناکافی رشد کند و زنده بماند. علاوه بر این مشخص شده 
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کمترین اثر منفی بر روی ســلول‌های میزبان انسانی یا حیوانی از 
بیــن ببرند. به همین دلیل می‌تــوان از آن‌ها به تنهایی یا همراه با 
آنتی بیوتیک‌ها برای درمان عفونت‌های باکتریایی اســتفاده کرد 

.)2(
برای شــروع اتصال فاژ به باکتری هدف، ســاختار‌های هر نوع 
فاژ باید نوع خاصی از گیرنده‌های باکتریایی را شناســایی کنند. 
در نتیجه هر فاژ تنها تعداد محدودی از ســویه‌های باکتریایی را 
آلوده می‌کند. در نتیجه فاژ‌ها به صورت اختصاصی عمل می‌کنند. 
توسعه مستمر باکتری‌های مقاوم به آنتی بیوتیک ، همراه با میزان 
پایین کشــف آنتی بیوتیک‌ها، استراتژی‌های جدید و موثر برای 

مبارزه با عفونت‏های باکتریایی را می‌طلبد )4(.
 تنوع بســیار زیاد فاژها، کشف آســان انواع جدید، هزینه اندک 
در تولید  و اثربخشــی آن‌ها در برابر باکتری‌های مورد نظر آن‌ها 
را به گزینه جایگزین بســیار جذاب برای آنتی بیوتیک‏ها تبدیل 

کرده است )3(.
 در نتیجــه هــدف از انجام ایــن مطالعه ، جداســازی، تعیین 
خصوصیات و بررســی کارایی فاژ‌های اختصاصی سودوموناس 
آئروژینوزا MDR 1بود تا با اســتفاده از آن، بتوان روش مناسب 
و کارآمــدی را جایگزین درمان آنتی بیوتیکی نمود و یا آن را به 
عنوان یک ضد عفونی کننده سطوح بیمارستان مورد استفاده قرار 

داد )9(.

مواد و روش‌ها 

جمع آوری نمونه

 )Lab trial( مطالعــه حاضر از نوع تحلیلی بــه روش مداخله‌ای
بود که در سال 1400 انجام گرفت. جامعه آماری در این مطالعه 
 MDR شــامل 70 نمونه کلینیکی سویه سودوموناس آئروژینوزا
از نمونه‌های گرفته شــده از بیمارستان‌ها و آزمایشگاه‌های شهر 

تهران می‏باشد )11(.

جداسازی و تعیین هویت

ســویه‏های باکتریایی مورد بررسی از مایعات بدن، خلط، خون، 
زخم و جراحات سوختگی  بیماران مراجعه کننده و  بستری در 
بخش‌های مختلف جداسازی شد. به‌طوری‌که به‌وسیله سواپ‌های 

1- multidrug resistance

اســتریل نمونه برداری شده و سپس سواب آغشته به باکتری در 
لوله‏ای اســتریل نگهداری شد. ســپس جهت تعیین هویت ابتدا 
سویه‌های ســودوموناس آئروژینوزا روی محیط افتراقی کشت 
شدند و سپس بررســی فنوتیپی به‌وسیله تست‌های بیوشیمیایی 
شامل: اکســیداز، کاتالاز، ســیترات، ایندول، MR-VP صورت 
گرفت. ســپس جهت تایید ژنوتیپی ایزوله‌ها ، ژن مشخصه گونه 
 )PCR2( به‌وســیله ،oprI)1 ســودوموناس آئروژینوزا ، )جدول
ردیابی شد. از سودوموناس آئرووژینوزا  ATCC15693 به عنوان 
کنترل مثبت و از DNA اشرشــیا کلی  ATCC35218  به عنوان 
کنترل منفی استفاده شــد. واکنش PCR در حجم ۲۵ میکرولیتر 

انجام شد )21(.

آنتی بیوگرام

به منظور تعیین مقاومت آنتی بیوتیکی و جداســازی سویه‏های 
MDR آزمایــش آنتــی بیوگــرام بــه روش دیســک دیفیوژن 

)Kirby-Bauer( بــر روی محیط کشــت مولــر هینتون اگار به 
منظور آزمایش حساســیت ضد میکروبی استفاده شد. از 8 آنتی 
بیوتیک سفوتاکســیم )30 میکروگرم(، مروپنم )10میکروگرم(، 
سفپیم )30 میکروگرم(،ایمی پنم، ســفتازیدیم )30 میکروگرم( 
،آمیکاســین )30 میکروگرم(، پیپراســیلین)100/10 میکروگرم(  
و سیپروفلوکساســین )5 میکروگرم( برای آنتی بیوگرام استفاده 
گردیــد. پلیت‌ها را در دمای ۳۷ درجه ســانتی‌گراد انکوبه کرده 
و بعد از ۱۸ تا ۲۴ ســاعت زیر نور چراغ بررســی نموده تا قطر 
هاله‌ی عدم رشــد را به‌توان با خط‌کــش اندازه‌گیری نمود. طبق 
دستورالعمل CLSI، قطرهاله‌های‌ عدم رشدحاصل از انتی‌بیوگرام 
اندازه‌گیري شــد وسویه‌ها درسه گروه حســاس، نیمه حساس 
 و مقاوم بر اســاس نحوه واکنش در مقابــل هر دارو طبقه بندي 

شدند)11(.

جداسازی باکتریوفاژها

جهت جداســازي باكتريوفاژهاي لايتكي، توسط لوله‌های درب 
دار استریل از فاضلاب شهری نمونه برداری شد. ابتدا نمونـه‌هـا 
بـــه يخچـال منتقـــل و در درماي ۴ درجه سانتي‌گراد به مدت 
يـك شـبانه روز قرار گرفتند تا رسوبات معلق تـه نشـين شـود. 

2- polymerase chain reaction

محمد حسین تراب نژاد و همکاران
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ســپس لوله‏های حاوی ۱۰ میلی لیتر فاضلاب را در ۱۲۰۰۰ دور 
در دقیقه به مــدت ۱۰ دقیقه جهت جداســازی ناخالص فاژها 

سانتریفیوژ شدند. این مرحله ۳ بار تکرار گشت )11(.
در مرحله بعـــد مايع رويي حاصل از سانتريفيوژ از كي فيلتر 0/22 
مكيرومتري عبور داده شــد. سپس ۵  ميلـــي‏ليتر از مايع فيلتر شده 
بـــه ۱۰  ميلـي‏ليتر محـيط  کشت BHI حاوي باكتري سودوموناس 
Psenud 0m0nas aeruginosa Atcc (15693( آئروژينوزای استاندارد 
 با غلظت cfu/mL ×۱۰۸  5/ 1 اضافه شد و به مدت ۲۴  سـاعت 

در دماي ۳۷  درجه سانتي‌گراد انكوبـه شـد )11(.
پـس از انكوباسيون، كشت مايع باكتري به مدت ۸ دقيقه با دور 
۸۰۰۰ دور در دقیقه سانتريفيوژ و دوباره سوپرناتانت از فيلتــــر 
غشــــايي بــا انــدازه 0/22 مكيرومتر عبور داده شد. سپس در 
مرحله بعد، مجـــدد كشـت مـايع در دور ۴۵۰۰  بـه مـدت ۱۰  
دقيقه ســـانتريفوژ و دوباره سوپرناتنت از يـك فيلتـر غشايي با 

اندازه 0/22  مكيرومتر عبور داده شد )11(.

غنی سازی باکتریوفاژ‏های جداسازی شده

جهت غني ســازی باکتريوفاژهای مورد مطالعه، از ســويه‏های 
مختلف باکتری سودوموناس آئروژينوزا در محيط کشت نوترينت 
براث (NB) کشت تازه تهيه شد و به ميزان يک درصد از محلول 
جداسازی شده در مرحله اول )احتمالاً حاوی باکتريوفاژ( به اين 
کشت‏ها اضافه و مخلوط کشــت باکتری و باکتريوفاژ در دمای 
۳۷ درجه ســانتي‌گراد به مدت ۴۸ ســاعت در ۶۰ دور در دقيقه 
انکوبه گشــت. به منظور تهيه يک استاندارد منفي، نمونه کشت 
مشــابه نمونه اصلي اما بدون محلول باکتريوفاژ کشت شد. بعد 
از مدت ۴۸ ســاعت نمونه‏ها ۱۰ دقیقه در ۱۲۰۰۰ دور در دقیقه 
سانتريفوژ و محلول روئي )حاوی ذرات باکتريوفاژ( پس از عبور 
از فيلترهای سر ســرنگي 0/45 میکرومتری از جنس استات در 
دمای ۴ درجه ســانتي‌گراد نگهداری شــدند. اين مراحل جهت 

غني‌سازی مناسب باکتريوفاژها ۳ مرتبه تکرار شد )11(.

تغلیظ باکتریوفاژ‌ها 

محلول حاوی باکتريوفاژ و باکتری ميزبان که از ۲۴ ســاعت قبل 
با يکديگر انکوبه شــده بودند به مدت يک ساعت روی يخ نگه 
داشته شد و سپس برای حذف باکتری‌ها و مواد اضافي آن‌ها در 
دور ۱۱۰۰۰ دور در دقیقه به مدت ده دقيقه در ۴ درجه سانتي‏گراد 
ســانتريفوژ شــدند. پس از اين مرحله مايع رویي جدا شــده و 
برای رســوب ذرات فاژی معلــق در آن از پلي اتيلن گلايکول 
۶۰۰۰  واحد تا غلظت ۱۰  درصد وزني/حجمي اســتفاده شد و 
رسوب به دســت آمده به لوله‌های سانتريفوژ منتقل شد و برای 
بازيافت ذرات فاژی يک ســانتريفوژ ديگر در دور ۱۱۰۰۰ دور 
در دقیقــه به مدت ۱۰ دقيقه در ۴  درجه انجام گشــت  و مايع 
روئي دور ريخته شــده و رسوب خشــک پلي اتيلن گلايکول 
۶۰۰۰  بــه همراه ذرات فاژ حاصــل، در محلول بافر  SM معلق 
 ،MgSO

گردید )برای تهيه بافر، گرم NaCl  SM = 5/8، ۲ گرم 4
۵۰ ميلـــي‏ليتر Tris-HCl ۱ مولار، ۵ میلی‌لیتر محلول ۲ درصد 
وزني-حجمــي ژلاتين را به کمک آب به حجم ۱ لیتر رســانده 
شد(. در نهايت برای جداسازی پلي اتيلن گلايکول و باقي مانده 
باکتری‏ها از سوسپانسيون فاژی، به مقدار هم حجم محلول باقي 
مانده کلروفرم اضافه‌گردید )ميزان و زمان اســتفاده از کلرفرم به 
اندازه‌ای باید باشــد که باعث حذف غشاء ويروس در صورت 
وجود نشــود(. پس از يک ورتکس آرام به مدت ۳۰ ثانيه، برای 
جدا کردن فاز آلي و فاز آبي، ســانتريفوژ ۳۰۰۰ دور در دقیقه به  
مدت ۱۵ دقیقه در ۴  درجه ســانتي‌گراد انجام شد. فاز آلي دور 
ريخته و فاز آبي که دارای ذرات فاژی است  به منظور مطالعه به 
وسيله ميکروسکوپ الکتروني در ۷ درجه سانتي‌گراد نگهداری 

شد )11(.

الکتروني  ميکروسکوپ  کمک  به  باکتريوفاژها  خانواده  شناسايي 

TEM عبوری

نمونه‏های باکتريوفاژ غليظ شــده در مرحله قبل به وسيله رنگ 
 pH  يورانيل اســتات )نمک اورانيوم( ۲ درصد وزني/حجمي با

جدول 1- پرایمر‌های مورد استفاده در تأیید سویه‌های سودوموناس آئروژینوزا)21(

نام ژنوزن مولکولی)Bp(توالی نوکلئوتیدیمشخصات )نام پرایمر(
oprIF: ATGAACAACGTTCTGAAATTCTCTGCT

R: CTTGCGGCTGGCTTTTCCAG
249oprI
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برابر ۴ تا 4/5 به صورت رنگ آميزی منفي رنگ آميزی شــد و 
بر روی گريد مســي ۴۰۰ مش ثابت گردید. ســپس اضافه رنگ 
به وســيله کاغذ فيلتر خشک و جهت مشاهده آماده شد. پس از 
رنگ‌آميزی باکتريوفاژهای تغليظ شده، نمونه‏ها به منظور مشاهده 
موروفولوژی باکتريوفــاژ و هم چنين اندازه گيری طول آن‏ها به 
وسيله ميکروسکوپ  TEM 1مورد بررسي قرار گرفت. با استفاده 
 Virus( از آخریــن ویرایش انتشــار گزارش کمیته بیــن المللی
Taxonomy( بــرای  طبقه بندی ویروس‌ها و مشــخص کردن 

خانواده احتمالی ویروس جداســازی شده استفاده شد. همچنین 
از طبقه بندی رفرانس Bradley برای تعیین مورفوتایپ ویروسی 

استفاده گردید)11(.

بررسی اثرات باکتریوسایدی باکتریوفاژ

به منظور تعیین تیتر فاژهای خاص‌ســازی شده از روش محاسبه 
PFU/mL اســتفاده شد. به‌طوری‌که ســویه باکتریایی استاندارد 

مورد نظر به صورت چمنی کشت شد و از فاژ خالص‌سازی شده 
بــه تعداد ۱۰ رقت، از ۱۰-۱ تا ۱۰-۱۰ در محیط LB براث تهیه 
شــد و به هر پلیت اضافه گردید. پس از انکوباسیون پلیت‌های 
هر رقت به مدت یک شــب در ۳۷ درجه سانتی‌گراد، پلاک‌های 
هر رقت به طور دقیق بررســی می‌شود  و پلاک‌ها تا حد امکان 
شمارش می‌گردد. آخرین رقت که در آن تعداد ۳۰۰-۳۰  پلاک 
مشاهده می‏شــود، مبنای محاسبه واحد ایجادکننده پلاک در نظر 
گرفته می‏شود  و از فرمول زیر محاسبه گردید )11(.               
PFU/mL= average plaques / D×V
D = dilution factor
V = volume of diluted virus added to the well

یافته‌ها

نتایج تست‏های بیوشیمیایی

نتایج بیوشــیمیایی‌تایید کننده ماهیت ســویه‌های باکتریایی بود. 
به‌طوری‌که در ســویه‌های مورد مطالعه، تســت‏های ســیترات، 
 VP اکســیداز و کاتالاز  مثبت و تســت‌های اندول، متیل رد و
در این باکتری منفی بود. به منظور اطمینان از نتایج تســت‌های 
بیوشــیمیایی، از کنترل‌های مثبت و منفی استفاده گشت. با توجه 
 به نتایــج،72 مورد به عنــوان ســودوموناس آئروأژینوزا تایید 

شدند.

1- Transmission electron microscop

نتایج تست‏های مولکولی

یافته‏ها نشــان داد که از میان 72 نمونه، 70 نمونه )97 درصد( از 
نظر بیان ژن oprI مثبت بودند که تایید ســویه‌های باکتریایی به 

عنوان سودوموناس آئروأژینوزا بود.

نتایج مربوط به حساسیت آنتی بیوگرام دیسک دیفیوژن

نتایج دیســک دیفیوژن نشان داد که تعداد 24 نمونه )34 درصد( 
از نمونه‌هــا دارای مقاومت چند دارویی بودند. کمترین مقاومت 
به ترتیب نسبت به آنتی بیوتیک سیپروفلوکساسین، پیپراسیلین و 
آمیکاســین با 39، 42 و 47 نمونه مقاوم گزارش شد. همچنین، 
بیشــترین مقاومت به ترتیب نســبت به سفوتاکسیم، مروپنم و 

سفپیم با 65، ۶۲ و 62  نمونه مقاوم گزارش شدند.

Oprl شکل 1- تصویر ژل الکتروفورز

شکل 2 - تصویر پلیت‏های آنتی بیوگرام

محمد حسین تراب نژاد و همکاران
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پلاک ناشی از فاژ بروی کشت باکتریایی

نتایج نشــان داد که نمونه فاضلاب دارای فاژهای مناسب برای 
باکتری ســودوموناس آئروژينــوزا بودند؛زیــرا باکتريوفاژهای 
جداســازی شــده پلاک‌های موثری را در محل تزريق بر روی 
محيط کشت حاوی سویه‌های باکتری سودوموناس آئروژينوزا و 
سويه استاندارد سودوموناس آئروژينوزا )ATCC15693( ايجاد 
نمودند. نتایج نشان داد که از مجموع 24 باکتری دارای مقاومت 
MDR  به آنتي بيوتيک‌های اســتفاده شــده، در 22 نمونه ) 91 

درصد(، پلاک‌ها بر عليه باکتری‌ها ديده شد.

مورفولوژی باکتریوفاژ ها

مورفولــوژي فاژهاي جدا شــده، با اســتفاده از TEM تجزیه و 

تحلیل شد. یکی از فاژ‌های جدا شده ویریون‌های ایکوساهدرال1 
که قطر آن حدود 60 نانومتر است و از 72 کپسومر تشکیل شده 
اســت. دم غیر انقباض است و دارای 6 الیاف زیر ترمینال کوتاه 
است. ضخیم و میله‏ای شکل است و از دیسک‌های انباشته ساخته 
شــده است. حداکثر طول ~17 نانومتر است، که این ویژگی‌های 
مورفولوژیکی فاژ جدا شده مشابه اعضای خانواده پودوویریده2 

است.)شکل6 ( 
علاوه بر این فاژهای شــبه کروی، کمی پلئومورف، پوششــی و 
حدود 80 نانومتر )محدوده 50 تا 125 نانومتر( در قطر هستند نیز 
مشــاهده گردید، که این ویژگی‌های مورفولژیکی مشابه فاژهای 

جداشده اعضای خانواده پلاسموویریده است. )شکل 6(

بررسی اثرات باکتریوسایدی باکتریوفاژ
3 MOI محاسبه ضریب آلودگی سازی باکتری

تأثیر فاژ‌هــا بر باکتری‌های میزبان شــامل راهکارها و تعاملات 
گوناگون است. یکی از این تعاملات میزان و عیار فاژ مورد نظر 
در مقابل عیار باکتری میزبان آن اســت. تعداد ذرات باکتریوفاژ 
در برابــر تعــداد باکتری میزبان نســبتی را تعریــف می‌کند که 
ضریب آلوده‏سازی گفته می‌شــود )Gong reff(. در این مطالعه 
ضریب آلوده‏ســازی باکتری میزبان بر اساس مطالعات سلیمانی 
 و همــکاران موردمطالعه قــرار گرفت )22(. بــه طور خلاصه 
CFU/mL 109 از باکتری‌هــای مورد مطالعــه با فاژ اختصاصی 

بــا ضریب آلوده‏ســازی )MOI( 100، 10، 1و0/1 در مجاورت 
هم قرار داده شــدند. ســپس میزان افزایش رشــد باکتری‌های 
موردمطالعه طی ۲۴ ساعت و هر دو ساعت یک بار مورد ارزیابی 
قرار گرفت. از باکتری سودوموناس آئروژینوزا ATCC15693 به 
عنوان کنترل بدون حضور باکتریوفاژ استفاده شد. آزمایشات در 

سه تکرار مستقل انجام شد.

ضریب آلودگی‏سازی بهینه و کنترل‏کننده رشد باکتری
با بررسی میزان ضریب آلوده‏ســازی فاژ در برابر باکتری میزبان 
میزان دوز فاژ مصرفی در برابر باکتری میزبان به‌دســت آمد. در 
مورد باکتریوفاژ پودووویروس با بررســی‌های انجام شــده در 

1- Icosahedral
2- Podoviridae
3- Multiplicity of Infection

شکل3 - تصویر بالا نشان دهنده پلاک‌ها با اندازه متفاوت بروی یک 
کشــت مربوط به يکي از سويه‌هاي باليني سودوموناس آئروژينوزا 

است که توسط فاژهاي اختصاصي ایجاد شده است

 CLS جدول 2- درصد حساسیت ایزوله‏ها بر اساس تفسیر

آنتی بیوتیک

درصد حساسیت ایزوله‏ها بر اساس تفسیر  
CLSI

مقاومنیمه حساسحساس
5065سفوتاکسیم

6262مروپنم
8062سفپیم

12454ایمی پنم
15154سفتازیدیم
20347امیکاسین

26341پیپراسیلین-تازوباکتام
28339سیپروفلوکساسین
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 Nature )56,23( شکل 4 - تصویر تقسیم بندی فاژ بر اساس شکل چاپ مقاله

شکل 5- مورفولوژی پودو ویروس در گزارش کمیته بین المللی)56,23(
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مورد MOI‏های 1، 0/1، 10 و 100 مشخص گردید که بالاترین 
میزان تأثیر باکتریوفاژ پودوویروس در برابر باکتری سودوموناس 
آئروژینوزا MOI= 100 اســت و در طول 24 ساعت زمان انجام 
آزمون تغییری در رشــد باکتری مورد نظر مشــاهده نگردید که 
نشان دهنده کنترل رشــد مؤثر باکتری سودوموناس آئروژینوزا 
در مقایســه با نمونه شاهد بدون حضور باکتریوفاژ است. با این 
وجود بررسی‌های بعدی نشــان داد که در صورت تداوم فرایند 
فاژ درمانی در MOI= 1 نتایجی مشــابه با MOI= 100 به‌دست 
می‏آید که نشان می‌دهد نرخ برابری یک فاژ علیه یک باکتری به 
همان اندازه‏ای که 100 فاژ بر علیه یک باکتری مورد استفاده قرار 

گیرد موثر و کافی می‏باشد. )نمودار 1 ( 

بحث و نتیجه‌گیری

ســودوموناس آئروژینوزا یک عامل بیمــاری‌زای فرصت طلب 
اســت که عامل اصلی بیماری و مرگ و میر در بیماران مبتلا به 
فیبروز کیستیک و افراد دارای نقص ایمنی است و برای بیماران 
با مشکلات دستگاه تنفسی، سرطان‌ها و سوختگی‌ها، یک تهدید 

بیمارستانی قابل توجه به حساب می‏آید )36،37(.
 از بین بردن سودوموناس آئروژینوزا به دلیل توانایی قابل توجه 
آن در مقاومت در برابر آنتی بیوتیک‌ها به طور فزاینده‌ای دشوار 

شده است )34،36(.
 از این رو کشف و توســعه استراتژی‌های درمانی جایگزین که 
راه‌های جدیدی را در برابر عفونت‌های سودوموناس آئروژینوزا 
ارائــه می‌دهد، به طور فزاینده‌ای مورد توجه قرار گرفته و توجه 
بیشــتری را به خود جلب می‌کند. اگرچه بیشتر در مراحل پیش 
بالینی، بسیاری از مطالعات اخیر چندین فناوری درمانی نوآورانه 
را گــزارش کرده‌اند که در مبارزه با ســویه‌های ســودوموناس 

آئروژینوزا مقاوم به دارو موفق ظاهر شده‌اند )47،49(.
یکــی از پیشــرفته‌ترین درمان‌ها، اســتفاده از فاژ یــا فاژ تراپی‌ 
می‌باشــد. از فاژها بــرای درمــان عفونت‌های ســودوموناس 
آئروژینوزا به عنــوان جایگزینی برای آنتــی بیوتیک‌ها به طور 
گســترده مورد مطالعه قرار گرفته اســت. از این رو بسیاری از 
مطالعات invitro و in vivo برای ارزیابی کارآیی فاژها در برابر 
عفونت‏های مزمن ســودوموناس آئروژینوزا انجام شده است. به 

شکل 7- تصاویر به‌دست آمده از TEM برای فاژ‏های جدا شده است

شکل 6-  مورفولوژی پلاسمو ویروس در گزارش کمیته بین المللی)56,23( 
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 PA709 عنوان مثال، نشــان داده شد که انکوباسیون همزمان فاژ
با سویه بالینی سودوموناس آئروژینوزا به‌طور قابل توجهی زنده 

ماندن سودوموناس آئروژینوزا را کاهش می‏دهد )55(.
  مطالعه دیگری نشــان داد کــه تجویز داخل بینــی باکتریوفاژ
CHA 3P- به موش‌هایی که دوز کشنده‌ای از گونه سودوموناس 

آئروژینــوزا CHA دریافت کرده‌اند، میــزان بقا را تا حد زیادی 
افزایــش داده و بــار باکتریایی را در ریه‌ها کاهش داده اســت. 
همچنین نشان داده شده است که پیش درمانی موش با باکتریوفاژ 
CHA3P- می‌تواند به طور موثر از عفونت سودوموناس آئروژینوزا 

CHA جلوگیری‌کند. در نتیجه در مطالعه حاضر به بررسی تأثیر 

باکتریوفاژ‏های لایتیک بر این ایزوله‏های سودوموناس آئروژینوزا 
با مقاومت چند دارویی پرداخته می‏شود )54(.

نتایج مطالعه بر اســاس آزمایشات بیوشیمیایی شامل: تست‌های 
سیترات، اکســیداز و کاتالاز  مثبت و تســت‌های اندول ، متیل 
رد نشــان داد که 70 مورد از ســویه‌های جدا شده دارای هویت 
ســودوموناس آئروأژینوزا هســتند. البته برای تایید بیشتر نمونه  
بررســی‌های ژنوتیپی نشــان داد که از میان 72 نمونه، 70 نمونه 
)بیــش از 97 درصــد( از نظر بیــان ژن oprI مثبــت بودند که 
تایید کننده هویت ســویه‏های باکتریایی به عنوان سودوموناس 

آئروأژینوزا بود.
 در مرحله بعد نتایج دیســک دیفیوژن آشکار ساخت که بین 70 
نمونه جدا سازی شــده 24 عدد از نمونه‏ها دارای مقاومت چند 
دارویــی یا MDR بودند. کمترین مقاومت به ترتیب نســبت به 

آنتی‌بیوتیک سیپروفلوکساسین، پیپراسیلین و آمیکاسین با 39، 42 
و 47 نمونه و بیشترین مقاومت به ترتیب نسبت به سفوتاکسیم، 

مروپنم و سفپیم با 65، ۶۲ و 62  نمونه مقاوم گزارش شدند.
 همچنین در مطالعه‏ای دیگر سادر  و همکاران )۲۰۱۵( در مطالعه 
خود با جداسازی و بررسی ۳۹۰۲ ایزوله نشان دادند که به طور 
کلی، 96/9 درصد از سویه‏ها به ســفتازیدیم-آویباکتام حساس 
بودند، در حالی که میزان حساســیت به ســفتازیدیم، مروپنم و 
پیپراسیلین-تازوباکتام به ترتیب 8/83، 9/81  و ۷۸/5 درصد بود. 
فنوتیپ‌های مقاوم به چند دارو و مقاومت شدید در برابر دارو به 
ترتیب در14/9 و 8/7 درصد از سویه‏ها مشاهده شد و همچنین 
۸۱ و 73/7 درصد از ســویه‌ها به ترتیب به سفتازیدیم-آویباکتام 

حساس بودند )53(.
مشخص شده است که نمونه فاضلاب دارای فاژهای مناسبی‌اند، 
زیرا باکتريوفاژهای جداسازی شده پلاک‌های موثری را بر علیه 
87 درصد از از مجموع باکتری سودوموناس آئروژينوزا و سويه 
استاندارد سودوموناس‌آئروژينوزا )ATCC15693( ایجاد می‌کنند. 
در همین رابطه آقایی و همکاران )۲۰۲۱( در مطالعه خود ۱۸ فاژ 
مختلف را از منابع مختلف جدا کردند و محدوده میزبان، ویژگی 
عفونت و مورفولوژی پلاک آن‌ها مورد بررسی قرار دادند. نتایج 
آن‌ها نشان داد که فاضلاب و محیط‌های آلوده به فاضلاب بهترین 

منابع برای جداسازی فاژهای سودوموناس هستند )51(.
علاوه بر این، فاژهای جدا شــده از فاضلاب بیمارستان بالاترین 
کارایــی را در لیز کردن باکتری‌های مورد اســتفاده برای تعیین 

نمودار -1 ضریب آلودگی سازی بهینه و کنترل کننده رشد باکتری
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محدوده میزبان نشــان دادند. در مقابل، فاژهای رودخانه دارای 
اندازه پلاک بزرگتری بودند و باکتری‌ها را با ســطح بالاتری از 

مقاومت آنتی بیوتیکی لیز می‏کردند. 
مطالعات مشابه دیگری در این زمینه نیز به یافته‌های جالبی دست 

یافته‌اند.
 عزیزیان و همکاران )۲۰۱۵( به مطالعه جداسازی و توصیف فاژ 
لایتیک سودوموناس آئروژينوزا از فاضلاب ایلام پرداختند. نتایج 
آن‌ها نشــان داد که غلظت بالا از فاژ‌های خانواده ســیفوویریده 
دارای اثرات فوق العاده‌ای بر روی انواع سویه‌های آزمایشگاهی 
 ATCC 15693 بالینــی و عمومی ســودوموناس آئروژينــوزا

می‌باشند )52(.
هم جهت با مطالعات انجام شــده، در این مطالعه نشان داده شد 
که فاژهای تخلیص یافته و جداســازی شده تاثير باکتری کشي 
مناسبی بر عليه سويه‌های باکتری سودوموناس آئروژينوزا دارند. 
به‌طوری‌کــه مخلوط اثر ليتيکی فاژهای مــورد مطالعه عليه اکثر 
سويه‌های باکتری با مقاومت چند دارویی، قابل قبول و موثر بود 
و این موضوع نشان از آن داشت که این فاژ دارای اثر گسترده‌ای 

بوده‌اند. 
از این‌رو این داده‌ها می‌تواند گویای آن باشــد که از این فاژهای 
به‌دست آمده می‌توان به‌عنوان کانديدای مناسبي برای فاژدرماني 

به صورت مخلوط استفاده نمود. 
بــه طور کلي یافته‌های این مطالعه نشــان می‌دهــد که فاژهای 
جداسازی شده از فاضلاب دارای پتانسل بالایی در تخلیص فاژ 
می‌باشد، و از ســویی این فاژهای جداسازی شده دارای اثرات 
قابــل قبول و کارايي می‌باشــند. این مطالعــه مهر صحتی برای 
مطالعات هم جهت و مشــابه می‌باشد، به‌طوری‌که نتیجه شد که 
فاژ مطالعه شــده در کنترل و ریشــه کن سازی سويه‏های مقاوم 
به چند دارو ســودوموناس، می‌تواند مورد استفاده قرار گیرد و 
به نظر مي‌رســد اين فاژ همراه فاژهای دیگر به صورت مخلوط     
می‌تواند حتی اثر باکتری کشــي قوی و گســترده‌تری عليه اکثر 
ســويه‌های بسيار مقاوم داشته باشد و یکی از کانديدهای کارآمد 

در زمینه فاژدرماني بر عليه اين عفونت‏ها باشد.

تشکر و قدردانی
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