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 چکیده 
وب زنده می ماند و عامل خطرناکی ــرطــسودوموناس آئروژینوزا، میکروارگانیسمی است که در شرایط م مقدمه:

باشد. مصرف بیش از حد آنتی بیوتیک ها باعث بروز سویه هاي مقاوم به درمان چند  بیمارستانی میویژه در فضاي ه ب
تواند به سطوح متنوعی متصل شده و تشکیل  دارویی سودوموناس آئروژینوزا گردیده است. سودوموناس آئروژینوزا می
ري داروها و مواد شمیایی مقاوم بوده و قادر به بیوفیلم دهد. بیوفیلم به عنوان شکلی از جمعیت باکتریایی نسبت به بسیا

هاي خطرناك و مقاوم به درمان می شود. در چندین دهه گذشته باکتریوفاژها(فاژها) به عنوان راه حل  ایجاد بیماري
جدیدي براي درمان بیوفیلم مطرح گردیده اند. در این مطالعه فاژهاي سودوموناس آئروژینوزا جهت جلوگیري و حذف 

 قرار گرفته اند. لم مورد بررسیبیوفی
پس از جداسازي فاژها و تهیه رقت هاي سریالی تشکیل بیوفیلم به روش میکروپلیت مورد  مواد و روش ها:

، Pseudomonas putidaتري هاي ــلم باکــوفیــده بر روي بیــش چنین اثر فاژهاي جدا بررسی قرار گرفت. هم
E.coli و  Acinetobacter baumaniiبررسی شد. نیز 

 688/1برابر  nm492غلظت نوري براي بیوفیلم سودوموناس آئروژینوزا در طول موج  :یافته هاي پژوهش
و  341/1، 587/1را به ترتیب به  ODاز سوسپانسیون فاژي،  10-3و  10-2بود. سوسپانسیون فاژ خالص و رقت هاي 

چنین فاژها در رقت هاي  کاهش دادند. نتایج نشان می دهد که فاژها قادر به حذف و مهار بیوفیلم هستند. هم 461/1
 خاصی بیشترین تاثیر را دارند.

اثر  هم رقابت می کنند و در غلظت معینی بیشترین فاژها براي اتصال به رسپتور هدف با بحث و نتیجه گیري:
ها را به این  توان آن یدارند. نتایج این تحقیق نشان داد که فازها قادر به از بین بردن باکتریاي مختلف هستند و مرا 

 منظور مورد استفاده قرار داد.
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 مقدمه
ی است که میکروارگانیسمسودوموناس آئروژینوزا 

 را دارا بودهدر محیط هاي مرطوب توانایی زنده ماندن 
ان ـــمارستــقادر به ایجاد مشکلات شدیدي در بیو 

عنوان فراوان ترین باکتري ه این باکتري بمی باشد. 
، شده از خون، عفونت زخم، پنومونی گرم منفی جدا

ونت ــلی و عفــتناس-ادراريدستگاه سپسیس، عفونت 
قادر این باکتري  .)1،(ی مطرح می باشدــداخل شکم

راد متبلا به ــدي در افــبه ایجاد مشکلات ج
سیستیک فیبروزیس با ایمنی سرکوب شده، افراد با 

 .)2،(می باشدسوختگی شدید، سرطانی ها و ایدزي ها 
یکی از دغدغه هاي درمان این باکتري، حساسیت پائین 

رآیند را ــن فــاشد، که ایبک ها می ــبه آنتی بیوتی آن
لاکس(کد شونده توسط ــاي افــبه پمپ ه

و کروموزومی) و نفوذپذیري دیواره سلولی باکتري 
فاده ــاست .)3،(ندــت می دهــنسبمکانیسم هاي دیگر 

دایش باکتري ــپی هک ها بــش از حد آنتی بیوتیــبی
گردیده است که باعث منجر ها مقاوم چند دارویی 

مشکلات درمانی عفونت هاي حاصله از سودموناس 
وناس ــودومــسعلاوه ه ب .)3،4،(شده استآئروژینوزا 

آئروژینوزا قادر به اتصال به سطوح و تشکیل بیوفیلم 
 رايــب تراتژيــعنوان یک اسه بیوفیلم ب .)5،(می باشد

ونت هاي ــئول ایجاد عفــري مســزنده ماندن باکت
ل ــائــریق وســاوم به آنتی بیوتیک از طــمق

ه باکتریوفاژها ب. )6،7،(دباشطرح می ــکی مــپزش
مورد استفاده مقابله با بیوفیلم  عنوان روشی نوین براي

  )6،8.(قرار گرفت
ندین دهه ساله گذشته مطرح ــکه در چفاژ تراپی 

پایه استفاده از فاژهاي لیتیک و  بر)، 9،(گردیده است
مقابله با عفونت باکتریایی استوار می باشد. این روش 

  یـانــدرمانی داراي مزایاي نسبت به آنتی بیوتیک درم

ت بالا براي میزبان ــتصاصیــاخ می توان می باشد که
باکتریایی، عدم عوارض جانبی براي بیمار و پایداري 

 ).6،(اره نمودــاشریایی ــوابسته به حضور میزبان باکت
این مطالعه بررسی اثر فاژ بر روي دو فاز از هدف از 

و  مراحل تشکیل بیوفیلم می باشد: مرحله پلانکتونیک
 مرحله بیوفیلمی. 

  ها  مواد و روش
لاب از حوضچه ــفاضاي ـهنمونه در این مطالعه 

در ابتدا  .شددانشگاه علوم پزشکی ایلام تهیه بهداشتی 
قطره کلروفرم  3-2 از فاضلاب تازه سی سی 40 به

ه ــدرج 4در  rpm 4000با دور د و سپس ــاضافه ش
 شدانجام سانتریفیوژ عمل دقیقه  15براي سانتی گراد 

  فیلتر گردید. µ 45/0 با فیلتر محلول بالایی در انتهاو 
ل به طور ــپانسیون حاصــسوس ی سیـس 20

ی ــی ســس 2-1به همراه  براث، LBهم حجم با 
از  یــی ســس 5و  درصد 10 منیزیمسولفات 
 37در  تــاعــس 24یون باکتریایی براي ــسوسپانس

 ،ساعت 24انکوبه شد. بعد از  درجه سانتی گراد
. ردیدـانجام گا همان شرایط و فیلتراسیون ب سانتریفیوژ

باکتري با (کشت دو لایه)  overlayس با روش ــسپ
پلاك ه ــدر ادام .گردیدوسپانسیون فاژي کشت ــس
بود را با پیپت  p.f.u 106 اوي تقریباًــحکــه  اژيــف

براث  LBی ــی ســس 5پاستور استریل برداشته در 
براي  µf5/0 باکتري با غلظت یک سی سی حاوي 

 rpmبا دور گراد  سانتیدرجه  37ت در ــاعــس 4-6
  . گردیدانکوبه  100

به سوسپانسیون حاصل چند قطره کلروفروم اضافه 
درجه  4در  rpm 5000 دقیقه با دور 5گردید و براي 

 µ 45/0 ریفیوژ و سپس با فیلترــسانتراد ــسانتی گ
. سوسپانسیون حاصله شامل فاژ سودوموناس گردیدفیلتر

بوده که در مراحل بعدي مورد استفاده قرار 
  ).10،(گرفت
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  پلاك هاي فاژي .1عکس شماره 
 

 مهار تشکیل بیوفیلم:
ریالی از ــاي ســت هــرقله ـــبراي این مرح
تهیه شد. حجم  )10- 3تا  10-1(سوسپانسیون فاژي

یکسانی از باکتري با سوسپانسیون خالص و رقت هاي 
ه ــدرج 37در ت ــساع 24تهیه شده فاژي، براي 

خانه  96به روش میکرو پلیت در پلیت  سانتی گراد
 تشو وــشس تــساع 24 . بعد از الایزا انکوبه شد

و  انجام گرفتبا اسید استیک و متانول فیکساسیون 
. غلظت رنگ آمیزي با کریستال ویوله صورت گرفت

خوانش با دستگاه  nm420در طول موج ) ODنوري(
  ثبت گردید.) ELISA reader(الیزا

  حذف بیوفیلم:
ودوموناس آئروژینوزا ــاي ســفاژهه لدر این مرح

 رار گرفت. ــفاده قــبه منظور حذف بیوفیلم مورد است
با )، 11،(گذشتهدر عه ــمطالطابق ــبیوفیلم م

 Pseudomonasايــــونه هــاز گ تفادهــاس
putida, E.coli,   

  

  
Acinetobacter baumanii  تهیه شد. بعد از تهیه

اژي خالص و ــیون فــپانســبیوفیلم در روز دوم، سوس
اي حاوي ــک هــبه چاه 10-3تا  10-1 رقت هاي

گاه ــبا دست ODبیوفیلم اضافه شدند. در روز سوم، 
ELISA reader  شد.  خوانده 

 یافته هاي پژوهش
   مهار تشکیل بیوفیلم:

آئروژینوزا ) بیوفیلم سودوموناس ODغلظت نوري(
ود. ــب 688/1 رــرابـب nm492وج ــول مــدر ط

کاهش داد، در  587/1 به تارا  OD ،اژ خالصــف
نه تنها کاهشی رویت نشد، بلکه  10-1 که رقت حالی

 رقت هاي )1شماره (شکل افزایش اندکی نیز رخ داد.
و  341/1را به  ODبه ترتیب  10-3و   2-10

اثر مهاري  بیشترینکه . ندش دادــکاه 461/1
  .بود 10-2 لق به رقتــمتع

  
 

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  10-3  .6   10- 2 . 5  10-1 . رقت4. فاژ خالص 3. بیوفیلم Blank 2. محیط OD(  1(غلظت نوري. 1شماره  شکل
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   حذف بیوفیلم:

ودوموناس ــسري ــده از باکتــاي جدا شــفاژه
آئروژینوزا جهت حذف بیوفیلم استفاده شدند. بیوفیلم 

در  221/0 سودوموناس پوتیدا داراي غلظت نوري
ده ــتفاده شــبود. رقت هاي اس nm492  طول موج

به ترتیب باعث کاهش  10-3و  10-2، 10-1 اژيــف

OD دند(شکلــش 067/0 و 062/0 ،078/0 به 
اژي بر روي ــاي فــت هــیر رقــاثــ). ت2شماره 
E.coli کل ــشصورت ه ی بانــتر بومــوباکتینــو آس

  )2شماره  (شکل.آورده شده است

  
 
 
 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  10-3. رقت 4  10-2. رقت 3  10-1. رقت 2 . بیوفیلم OD( ; 1( غلظت نوري .2شماره شکل 

  
 و نتیجه گیري بحث

باکتریایی در  قادر به کاهش جمعیت فاژها مشخصاً
این از آن ها  بر فرم پلانکتونیک و بیوفیلم هستند بنا

براي جلوگیري و حذف به عنوان ابزاري می توان 
این مطالعه بیانگر آن  . نتایج)12،(بیوفیلم استفاده کرد

 فاژهاي سودوموناس آئروژینوزا قادر به کاهش است که
OD ايــري هــباکت مــبیوفیل E.coli سودوموناس ،

  د. نوباکتر بومانی می باشتینآئروژینوزا و آس
این پدیده را می توان به عملکرد پروتئولیتیک 
پروتئین هاي فاژي نسبت داد که قادر به حذف اگزوپلی 

ف خود فاژها خلابر) بیوفیلم هستند و EPSساکارید(
چنین نتایج این تحقیق  اختصاصی عمل نمی کنند. هم

نشان داد که فاژها در رقت هاي خاصی داراي بهترین 
واند تمایل ــر می تــاین ام دلیلکه  عملکرد هستند

براي تلف ــت هاي مخــدر رقاتصالی متفاوت فاژها 
در رقت هاي پائین سرعت رشد  باشد.می رسپتور خود 
تري به ــداد باکــث می شود نسبت تعــباکتري باع

ا قادر ــهردد و فاژــان بیشتر گــد زمــدر واح اژــف
ا در ــامواهند بود. ــري ها نخــذف تمامی باکتــبه ح
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ی ــوعــاژي به نــاي بالاي فــت هــخصوص غلظ
ال به ــا براي اتصــت فاژهــوان گفت که رقابــمی ت

ا ــــاژهــدي فــارآمــاکــث نــاعــــري بــاکتــب
  . )13،14.(می گردد

 سپاسگزاري

 .Andrew M پروفسورنویسندگان بدین وسیله از 
Kropinski هاي مشترك انسان  آزمایشگاه بیماري در
تر ــو دک اداــانــذا کــراه غ له ازــقــو حیوان منت

Marine Henry  از بخش میکروب شناسی انستیتو
  .تشکر و قدردانی به عمل می آید پاستور فرانسه
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Abstract 
Introduction: Pseudomonas aeruginosa (P. 
aeruginosa) is a ubiquitous organism which 
has emerged as a major threat in the hospital 
setting. Overuse of antibiotics has also signi-
ficantly increased the emergence of multi-
drug resistant bacteria. P. aeruginosa has an 
innate ability to adhere to the surfaces and 
form virulent biofilms. Bacteriophages may 
be as potential agents for resolving of the 
problem. In this study, P.aeruginosaphage 
was explored to prevent and remove the 
biofilms.   
  
Materials & Methods:  After isolation of the 
phages and preparation of serial dilution, the 
biofilm formation by using of  the micro-
plate method was examined.   Furthermore, 
the effects of isolated phages on the biofilms 
of Pseudomonas putida, Acinetobacter bau-
manii and Escherichia coli were also asse-
ssed. 
 

Findings: P.aeruginosa biofilm had 
OD=1.688 at wave length 492 nanometer. 
Pure phage suspension and the serial diluted 
10-2 and 10-3 of the suspension had ODs 
1.587, 1.341 and 1.461, respectively. Iso-
lated phage dramatically declined the ODs 
of the biofilms of all bacteria strains. 
 
Discussion & Conclusion: Phages have 
various affinities to attach to hosts; thereby 
it is supposed that the phages compete for 
their receptors. Also, it is assumed that pha-
ges have most efficiency in optimum conc-
entration to remove biofilm or inhibit the 
growth of bacteria. Our findings demo-
nstrated phages have significant effect on 
various bacteria and they could be used to 
remove different bacterial strains. 
 
Keywords: bacteriophage, pseudomonas 
aeruginosa, biofilm 
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