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از  (Aeromonas hydrophila) آئروموناس هیدروفیلابر  مؤثرجداسازی فاژ 

و استفاده از آن به منظور مهار رشد باکتری در گوشت چرخ شده ماهی  فاضلاب

 ( Cyprinus carpio)کپور معمولی 
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 1400اردیبهشت تاریخ پذیرش:                                                    1399بهمن تاریخ دریافت:  

 چکیده
 Aeromonas) آئروموناس هیدروفیلا های مهارکننده رشد باکتریجداسازی و شناسایی مولکولی فاژ ،مطالعه حاضردر 

hydrophila )  از آب تصفیه شده فاضلاب شهری ارومیه و مهار آلودگی تجربی آن در گوشت چرخ شده ماهی کپور معمولی
 خالص کلروفرم های موجود با استفاده از، باکتریفاضلاب . جهت جداسازی باکتریوفاژ از نمونه آب تصفیه شدهانجام گردید

برای (  PTCC1310) با کدهیدروفیلا. آ یاز سویه استاندارد باکتر همچنین. تخریب شدند تا فاژ موجود در آنها رها گردد
فاژها  ژنومسنجش خاصیت ضد میکروبی فاژهای جدا شده استفاده گردید. در مرحله نهایی به کمک هضم آنزیمی شناسایی 

 CFU/g 810ا ماهی کپور معمولی به صورت تازه تهیه و گوشت آن چرخ شد، سپس با مقادیر انجام گرفت. در مرحله دوم ابتد
ازای هر بر آن به  مؤثراز باکتریوفاژ  810و  gPFU/ 510 ،610 ،710به صورت تجربی آلوده و چهار سطح  هیدروفیلا .آ باکتری

، )فاقد هرگونه آنتی بیوتیک و فاژ( کنترل منفی ترتیب شاملهای گوشت بهشد. نمونهو مخلوط اضافه چرخ شده  گوشتگرم 
به مدت  (810و  PFU/g 510 ،610 ،710) و چهار تیمار حاوی تیترهای مختلف باکتریوفاژسین( یان ppm 2)حاوی کنترل مثبت 

انجام گرفت. برداری برای شمارش باکتری و تعیین تیتر فاژ یک هفته در دمای یخچال نگهداری شدند. در پایان روز هفتم نمونه
ی از رشد مؤثرطور  در نمونه آب تصفیه شده وجود دارد و بههیدروفیلا  .آبر رشد باکتری  مؤثرها نشان داد که فاژ یافته

کار بردن سطوح با بههیدروفیلا  .آداری رشد باکتری آورد. همچنین نتایج نشان داد که به طور معنیعمل میباکتری ممانعت به
جدا  توان نتیجه گرفت که فاژشود. بر اساس نتایج حاصل میواحد تشکیل دهنده پلاک باکتریوفاژ مهار می 100000و  10000

 .Aرشد  برای مهار در گوشت چرخ شده ماهی کپور معمولی ور مطلوبیط تواند بهمی هیدروفیلا .آبر  مؤثر شده از فاضلاب

hydrophila کار برود.هب 
 

 Aeromonas hydrophila، کپور معمولی، گوشت چرخ شده فاضلاب، باکتریوفاژ،  کلیدی: لغات
 
 نویسنده مسئول*
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 مقدمه
ن ارده ماهی( از Cyprinus carpioکپور معمولی )ماهی 

باشد می 1ماهیان استخوانی دیرینه  ردهزیر و استخوانی
(Nelson, 2006 .)توان بر اساس این خانواده را می ءاعضا
های نازک تشخیص داد )ستاری، لب اشتن دندان حلقی ود

باشند و ها میها همیشه در تماس با باکتری(. ماهی1382
زا آیند که تحت شرایط استرسزمانی از پای در می معمولاً

قرار گیرند. فاکتورهای محیطی ممکن است به عوامل 
توانند ماهی را مستعد ابتلا به و می کردهزا عمل استرس

 (.Ibrahem et al., 2008های باکتریایی کنند )ماریبی
 مواد ایمنیهای متعددی جهت ایجاد روش ،در حال حاضر

توان به له میغذایی وجود دارد که از آن جم
، پرتو دهی، استفاده 2وری با فشار بالا پاستوریزاسیون، فرآ

ها کدام از این روش ره نمود. هراشا ...و  از مواد شیمیایی
ممکن  روند کهکار میصی از مواد غذایی بهی انواع خابرا

با یا ییراتی در طعم و مزه غذا شوند تغ ایجاد است سبب
ب به تجهیزات آسی باعث ،ایجاد مشکلات بهداشت عمومی

ها یند تهیه مواد غذایی در کارخانهمورد استفاده در فرآ
در گردند. استفاده از باکتریوفاژها به عنوان کنترل زیستی 

 مذکورهای ایراد روشدارای مواد غذایی علاوه بر اینکه 
توانند نوع خاصی از عوامل مسبب بلکه می باشندنمی

 ,.Moye et alبیماری یا فساد را مورد هدف قرار دهند )

2018.) 
فقط  که هستند هاییویروس از ایدسته باکتریوفاژها

 متعددی نابعم از هاویروس این کنند.می آلوده را هاباکتری

قابل  هافاضلاب و دریا آب شیرین، آبهای مانند خاک،
 (.Kutter and Sulakvelidze, 2005)هستند  جداسازی

 و صنایع غذایی در طبیعی ضد میکروبی عوامل فاژها

 فاژها از طریق غذایی مواد ایمنی هستند. امروزه بالینی

ت غذاها به اثبات رسیده اس زایبیماری هایعلیه باکتری
(WHO, 2007فاژها .) را خود میزبان باکتریایی هایسلول 

 سلول سطح شناسایی مولکولی سپس و جذب طریق از

 ساکاریدی یاپلی سطح به و کنندمی آلوده باکتری،

 ,.Steinbacher et al)شوند می متصل باکتری پروتئینی

 
1 Subclass Actinoptergii 
2 High Pressure Processing 

 درمان برای از باکتریوفاژها استفاده بار اولین (.1996

 موردتوجه دوم جهانی جنگ از قبل باکتریایی هایعفونت

مقاومت  پدیده تشدید با اخیر هایدر سال گرفت. قرار
 به مقاوم هایسویهاز  انواعی آمدن وجودهب بیوتیك وآنتی

 از استفاده بر ایگسترده تحقیقات بسیار ،بیوتیكآنتی چند

قوت  هابیماری درمان حتی و کنترل برای پیشگیری، فاژها
 فرضیه جایگزین پایه بر محققان بیشتر تلاش و است تهگرف

 حال توسعه در هابیوتیكآنتی به جای باکتریوفاژها کردن

 به جای یجایگزین بالقوه برای طور به باکتریوفاژها باشد.می

 ژنتیکی و ساختاری مزیت دارای چندین هابیوتیكآنتی

 یاجبار انگل مزایا این از یکی .مطلوب هستند بسیار

 کردن عمل اختصاصی و بودن هاسلولی باکتریدرون

 های یوکاریوتیسلول کردن آلوده یتواننا آنهاست، دیگری

است  هدف هایبر سلول مستقیم تأثیر مزیت آخرین و
(Kutateladze and Adamia, 2010; Jenny, 2011.)  

کنندگان به مواد غذایی های گذشته علاقه مصرفدر سال
کاهش  نی مثل ترکیبات شیمیایی بسیارحاوی مواد افزو

توان این کاهش تمایل را به مضرات می که است یافته
ترکیبات شیمیایی و نگهدارنده مواد غذایی نسبت داد. اما 
باکتریوفاژها با توجه به طبیعی بودن، اختصاصی بودن علیه 

توانند در ایمنی مواد می ...پاتوژن خاص، سبز بودن و 
امروزه استفاده از رزشمندی پیدا کنند. غذایی جایگاه ا

ها در مواد فاژها جهت کنترل زیستی میکرواورگانیسم
گردد. طبیعی و سبز قلمداد می یغذایی به عنوان روش

بیشتر مطالعات انجام شده در رابطه با کنترل زیستی به 
کمك باکتریوفاژها معطوف به چهار عامل بیماریزایی 

 ،Escherichia coli: شاملطیور  باکتریایی با منشا دام و
Campylobacter ،Salmonella  وListeria باشد.می 

زای موجود های بیماریدر خصوص کنترل زیستی باکتری
با  ...در مواد غذایی دریایی نظیر ماهی، میگو، صدف و 

 کهاستفاده از باکتریوفاژها مطالعات اندکی انجام شده است 

ها در مواد غذایی باکتری به طور قابل توجهی سبب کاهش
 Sillankorva et) گردید و افزایش عمر ماندگاری آنها

al., 2012.)  
های جنس ترین گونهیکی از مهم آئروموناس هیدروفیلا

های درصد از گاستروانتریت 80آئروموناس است و مسئول 
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باشد که به طور عمده به دنبال مصرف مواد انسان می
ماهی، میگو، خرچنگ و نرمتنان  غذایی دریایی از جمله

ئم حاصل از این بیماری در شود. علادریایی ایجاد می
باشد. اگرچه انسان شامل اسهال، تهوع، دل پیچه، و تب می

ضعف  دارایمحدود شونده است، اما در افراد  بیماری خود
 آئروموناسهای سیستم ایمنی بسیار خطرناک است. گونه

شوند خشکی سراسر دنیا یافت میهای دریایی و در محیط
های دریایی زایی آنها به طور طبیعی در محیطو بیماری

پیشگیری از آلودگی در چنین  ،افتد. لذااتفاق می
ترین روش کنترل و هایی غیر ممکن است و مهممحیط

زا رعایت اصول بهداشتی در ز این عوامل بیماریپیشگیری ا
باشد. و فرآوری می طول مراحل صید، نگهداری، توزیع

وفاژ جهت کنترل زیستی استفاده از باکتری ،بنابراین
تواند روشی سبز و موثر در جهت می آئروموناس هایگونه

)رئیسی و  پیشگیری از ایجاد مسمومیت در انسان باشد
 .(1393همکاران، 

را  هیدروفیلا .آاند فاژهای موثر بر محققان زیادی توانسته
اما تاکنون  شگاهی جداسازی نمایند.ایط آزمایدر شر

 .آگونه گزارشی در خصوص استفاده از فاژ موثر علیه هیچ
دریایی وجود ندارد.  أدر مواد غذایی با منش هیدروفیلا

جداسازی و شناسایی  ،حاضرمطالعه  هدف از ،بنابراین
 .A) هیدروفیلا .آ مولکولی فاژهای مهار کننده رشد باکتری

hydrophila)  تصفیه شده فاضلاب شهری ارومیه و از آب
مهار آلودگی تجربی آن در گوشت چرخ شده ماهی کپور 

 معمولی بود.
 

 کارمواد و روش 
 تهیه باکتری

)با کد  A. hydrophila سویه استاندارد باکتری
PTCC1310های ایران ( از مرکز کلکسیون باکتری و قارچ

یوفیلیزه به صورت ویال لیوفیلیزه تهیه شد. ابتدا پودر ل
)مرک،  1TSBلیتر محیط کشت میلی 10باکتری در 

به  سلسیوسدرجه  37در شرایط هوازی و دمای آلمان( 
سپس تا زمان استفاده  وگذاری ساعت گرمخانه 24مدت 

 
1 Tryptic Soy Broth 

درصد گلیسیرین در  20 باکتری رشد یافته در حضور
   نگهداری شد.درجه سلسیوس  -18فریزر 

 
 جداسازی باکتریوفاژ

جهت جداسازی باکتریوفاژهای لیتیك،  ،ه حاضردر مطالع
ارومیه استفاده شد. فاضلاب شهرستان تصفیه شده  آباز 

در شرایط  لیتر نمونه فاضلاب 1دا مقدار کار ابت برای این
یه تهیه خانه شهرستان اروماستریل از سیستم تصفیه

شناسی به آزمایشگاه میکروب هاگردید. بلافاصله نمونه
منتقل شدند. برای پزشکی دانشگاه ارومیه دانشکده دام

لیتر محیط کشت آبگوشت میلی 100جداسازی ابتدا 
 45لیتر از آن با میلی 5برابر تهیه شد.  10مغذی با غلظت 

 5لیتر از فاضلاب تصفیه شده مخلوط گردید. سپس میلی
 .Aساعته  4لیتر از سوسپانسیون کشت تازه میلی

hydrophila  4و چند قطرهMgSO 10  درصد به لوله
شده افزوده شد. پس  هیتصفحاوی محیط کشت و فاضلاب 

به  سلسیوسدرجه  37از مخلوط کردن محتویات لوله، در 
 جداسازی فاژها با روش ساعت انکوبه گردید. 24مدت 

لیتر کلروفرم به میلی 3 ،ترتیبانجام شد. بدین کلروفرم
بر روی  دقیقه 15محتویات هر لوله اضافه شد و به مدت 

ساعت در دمای اتاق قرار داده شد.  2شیکر و 
 g3500دور دقیقه با  30سوسپانسیون حاصل به مدت 

حاوی  شد. فاز رویی، آلمان( Ependorf)سانتریفوژ 
و به به صورت استریل جمع آوری  پسابسوسپانسیون فاژ 

تا سوسپانسیون  ،شد اضافهکلروفرم  آن برای چند بار
دست آمد. پس از کنترل هب یلصخا حاوی فاژ به نسبت

و  های مختلفسوسپانسیون از نظر عدم آلودگی به باکتری
درجه  4، در نانومتری 22/0 فیلترعبور دادن آن از 

و در تاریکی نگهداری شد. )دمای یخچال(  سلسیوس
برای تهیه باکتریوفاژ به میزان مورد نیاز  ،ذکر است شایان

 به نسبتا سوسپانسیون این مراحل چندین بار تکرار شد ت
جهت بررسی اثرات باکتریسیدی  د.مآ دستهب یخالص

روش  از A. hydrophilaباکتریوفاژهای جداسازی شده بر 
Double layer method ابتدا  روش این استفاده شد. در

آگار ذوب شده با درجه  سوی یزکتریپتی  در محیط
روی  ،و بعد از مخلوط کردن سلسیوسدرجه  45حرارت 
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 آگار اضافه گردید ،یط کشت تریپتونمح
(Chandrarathna et al., 2020). 
 

 تعیین تیتر باکتریوفاژ
منظور تعیین تیتر باکتریوفاژهای جدا شده از روش  به

 .آایجاد پلاک استفاده شد. به طور خلاصه، ابتدا باکتری 
در شرایط  1TSBدر محیط کشت آبگوشت هیدروفیلا 

 کشت داده شد. به یوسسلسدرجه  37هوازی و دمای 
از ( 10-8 الی 10-1)از رقت سریال  ،زمانطور هم

و مقدار استریل تهیه  2PBSسوسپانسیون فاژی در بافر 
سوسپانسیون باکتری مخلوط و  میکرولیتر از هر رقت 100

به صورت چمنی کشت داده شد. تمامی  TSAبر محیط 
 سلسیوس درجه 37ساعت در دمای  24ها به مدت پلیت

 پلاککشت شدند. پس از کشت در هر پلیت تعداد 
شمارش شدند و تراکم باکتریوفاژ بر حسب واحد تشکیل 

( گزارش گردید. PFU/mlلیتر )دهنده پلاک در میلی
 3شمارش برای هر سوسپانسیون فاژی  ،ذکر است شایان

بار تکرار و برای هر رقت نیز چهار پلیت در نظر گرفته شد 
(Adams, 1959.)  بررسی اثرات باکتریسیدی جهت

از روش  هیدروفیلا .آباکتریوفاژهای جداسازی شده بر 
روش ابتدا در  این کشت جامد دولایه استفاده شد. در
 سلسیوسدرجه  45محیط آگار ذوب شده با درجه حرارت 

محیط کشت تریپتون  درو سپس بعد از مخلوط کردن 
 .(Chandrarathna et al., 2020) آگار اضافه گردید

 
 باکتریوفاژ ژنومررسی ب

در این مطالعه برای تکثیر باکتریوفاژ و نیز استخراج ژنوم 
( استفاده شد. 1998و همکاران ) Su( از روش DNAآن )
فاژهای تکثیر یافته بر  ،و به کمك بافر با روش پانچابتدا 
ساعت در  2جمع آوری شدند، سپس به مدت  TSAپلیت 

، Memmert) در دقیقه 120با دور  انکوباتور شیکردار
گرمخانه  سلسیوسدرجه  25به آرامی در دمای  آلمان(

گذاری شدند. برای حذف سلول باکتریایی سوسپانسیون 
و دمای  g 14000دقیقه با دور  15دست آمده به مدت هب

 
1 Tryptic Soy Broth 
2 Phosphate buffered saline 

از  یسانتریفیوژ شد. سپس محلول روی سلسیوسدرجه  4
 میکرون عبور داده شد. 45/0فیلتر سر سرنگی 

رحله بعد جهت استخراج ژنوم فاژ از کیت با کارایی در م
)آلمان( استفاده گردید. سپس  Rocheبالای شرکت 

DNA  درصد آگارز الکتروفورز 7/0استخراج شده بر ژل 
(Biorad)شده و تصویر به کمك دستگاه آشکار  ، آمریکا

 ءماوراو در حضور نور ( ستان ، انگلSengene) ساز ژل
تهیه گردید. در دهای روی ژل جهت رویت بانبنفش 

برش  مرحله بعد ژنوم فاژی استخراج شده به کمك آنزیم
  (.Moraxella sp) دهنده با جایگاه اثر محدود یعنی

MspI  مورد شناسایی قرار گرفت. واکنش هضم در حجم
 5/3واحد ) MspI 10میکرولیتر شامل اندونوکلئاز   15

میکرولیتر  10یم  و میکرولیتر بافر آنز 5/1میکرولیتر(،  
DNA حجم  فاژ انجام شد.وژنومی استخراج شده از باکتروی

درجه  37و در دمای کل واکنش به خوبی مخلوط 
هضم  DNAساعت انکوبه شد.  2-3به مدت  سلسیوس

)سیناکلون، ایران(  Red Safeحاوی  %1شده در ژل آگارز 
فاژ لامبدا )تهیه شده از  DNAالکتروفورز شده و از 

بعد از  شکده مطالعات دریاچه ارومیه، دانشگاه ارومیه(پژوه
آورد عنوان مارکر مولکولی برای بر به خوانش و بلاست

 مورد استفاده قرار گرفت. DNAباکتریوفاژها و اندازه 
 

 .آ هی کپور معمولی و آلودگی تجربی با تهیه ما
 هیدروفیلا

فروشان در این مطالعه ماهی مورد نیاز از بازار ماهی
ارومیه )ابتدای بلوار دانشگاه( به صورت زنده و شهرستان 

تازه تهیه گردید. سپس ماهیان در کنار یخ به آزمایشگاه 
مواد غذایی دانشکده دامپزشکی، دانشگاه ارومیه منتقل 

و به  شستشو رآب مقطها با شدند. ابتدا سطح بدن ماهی
پوست کنی  ءپس از تخلیه امعاء و احشا جراحیکمك تیغ 

گرفت. سپس گوشت  ر زیر هود لامینار انجامد
و به کمك چرخ گوشت )مولینکس،  گیریاستخوان

گرم گوشت چرخ  100هر  ءفرانسه( چرخ شد. سپس به ازا
در هیدروفیلا  .آلیتر سوسپانسیون باکتری شده یك میلی

( اضافه شده و CFU/ml 510×5)فاز رشد تصاعدی 
سوسپانسیون به منظور تهیه خوبی مخلوط گردید. به
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میلی لیتر محیط ابگوشت  10باکتری ابتدا باکتری در 
TSB  به  2000کشت داده شد، پس از رشد محیط با دور
دقیقه سانتریفیوژ شد، سپس رسوب حاصل دو  15 مدت

مرتبه با سرم فیزیولوژی استریل شستشو و در نهایت 
سوسپانسیونی معادل یك مك فارلند تهیه گردید 

(CFU/ml 810×3 ،) سرانجام سوسپانسیون دلخواه تا
CFU/ml 510×5  رقیق و برای افزودن به گوشت چرخ

با  همچنین جهت کنترل تراکم باکتریکرده آماده گردید.  
انجام گرفت. به  (Pour Plate Count) شمارش زندهروش 

 90با گوشت چرخ شده گرم نمونه  10خلاصه،  طور
پالسی  لیاستر سهیک به استریل سرم فیزیولوژی تریلیلیم

( سیانگلسیوارد، ) پالسی فایر دستگاه باو  شدهمنتقل فایر 
سرم سپس با استفاده از  به صورت هموژن درآمد.

-8 الی 10-1از  10هایی در مبنای استریل رقت فیریولوژی

 شده قرار داده تیاز هر رقت در پل تریلیلیم 1تهیه و  10
وموناس جداسازی آئر کشت طیمحلیتر از میلی 15و 

(Aeromonas Isolation Agar) هرشده و  به آن افزوده 
شد. دقت تکان داده همگن نمونه به عیبه منظور توز تیپل

 سلسیوسدرجه  37ها در شرایط هوازی و در دمای پلیت
 ,Aboud) گذاری شدندساعت گرمخانه 24به مدت 

2010). 
 

های مختلف باکتریوفاژ و افزودن آماده سازی تراکم
 آنها به گوشت چرخ شده آلوده

برای این منظور ابتدا سوسپانسیونی از باکتریوفاژها مطابق 
سپس سوسپانسیون بر اساس  شد. روش تعیین تیتر

تشکیل پلاک شمارش گردید. در این بررسی چهار سطح 
 100000و  10000، 1000، 100از باکتریوفاژ شامل 

و  ر تهیه شدلیتواحد تشکیل دهنده پلاک به ازاء هر میلی
گرم نمونه گوشت چرخ شده اضافه گردید. در این  100به 

بررسی برای هر سطح از تراکم باکتریوفاژ سه تکرار در نظر 
تیمارهای مورد مطالعه به طور  1 جدول. در گرفته شد

های گوشت . سپس تمامی نمونهاست ارائه شدهخلاصه 
در  دار وبرداری استریل دربچرخ شده در ظروف نمونه

 برداری نگهداری شدند.یخچال تا زمان نمونه
 

 
 تیمارها و علائم اختصاری آنها :1جدول 

Table 1: Treatments and abbreviation 
 تیمار علامت اختصاری  

C1 )شاهد منفی )گوشت چرخ شده بدون باکتری و باکتریوفاژ 
C2  ن باکتریوفاژ و حاوی نایسین( بدو ،آ.هیدروفیلاشاهد مثبت )گوشت چرخ شده دارای باکتری 
T1  واحد تشکیل دهندی پلاک باکتریوفاژ 100و  آ.هیدروفیلاگوشت چرخ شده دارای باکتری 
T2  واحد تشکیل دهندی پلاک باکتریوفاژ 1000و  آ.هیدروفیلاگوشت چرخ شده دارای باکتری 
T3  دی پلاک باکتریوفاژواحد تشکیل دهن 10000و  آ.هیدروفیلاگوشت چرخ شده دارای باکتری 
T4  واحد تشکیل دهندی پلاک باکتریوفاژ 100000و  آ.هیدروفیلاگوشت چرخ شده دارای باکتری 

 
 نمونه برداری

 های گوشت چرخ شدهتعیین بار باکتریایی نمونه
های گوشت پس از یك نمونه باکتریاییبار  نییتعبرای 

کاظمی و بر طبق روش هفته نگهداری در یخچال، 
گرم  10 ،منظور نی. بدگرفت صورت (1399مکاران )ه

 90با گوشت چرخ شده تیمارها به طور جداگانه نمونه 
 لیاستر سهیک به)رقت یك دهم(  آب مقطر تریلیلیم

سیوارد، ) پالسی فایر دستگاه باو  شدمنتقل پالسی فایر 
دور در دقیقه و به  500)با ( به صورت هموژن سیانگل

 قیرق 10-5تا رقت  هاسپس نمونه .ددرآممدت دو دقیقه( 
و  شده قرار داده تیاز هر رقت در پل تریلیلیم 1. شدند

به آن  آئروموناسجداسازی  کشت طیمحمیلی لیتر از  15
همگن نمونه به  عیبه منظور توز تیپل هرشده و  افزوده
از این محیط برای  ،ذکر است شایان. گردید هموژندقت 

درجه  37در دمای  لاهیدروفی .آشمارش باکتری 
 ساعت استفاده گردید. 24به مدت  سلسیوس
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 های گوشت چرخ شدهتعیین تیتر باکتریوفاژ نمونه
در این آزمون میزان باکتریوفاژ موجود در گوشت پس از 
نگهداری در یخچال مشخص شد و هدف از انجام آن 

به طور  مشخص نمودن تغییرات جمعیتی باکتریوفاژ بود.
در محیط کشت  هیدروفیلا .آدا باکتری خلاصه، ابت

درجه  37در شرایط هوازی و دمای  TSBآبگوشت 
رقت سریال از  ،طور همزمان کشت داده شد. به سلسیوس

 PBSدر بافر گرم نمونه گوشت حاوی باکتریوفاژ  10
میکرولیتر از هر رقت  100استریل تهیه و مقدار 

مخلوط  مذکور فوق(،روش کشت )با سوسپانسیون باکتری 
به صورت چمنی کشت داده شد. تمامی  TSAمحیط  درو 

سلسیوس درجه  37ساعت در دمای  24ها به مدت پلیت
شدند. پس از کشت در هر پلیت تعداد مناطق کشت 

شفاف شمارش شدند و تراکم باکتریوفاژ بر حسب واحد 
( گزارش PFU/mlلیتر )تشکیل دهنده پلاک در میلی

شمارش برای هر سوسپانسیون  ،ذکر است شایانگردید. 
بار تکرار و برای هر رقت نیز چهار پلیت در نظر  3فاژی 

(.Khushiramani et al., 2007گرفته شد )

 هاتجزیه و تحلیل آماری دادهروش 
 SPSSها به کمك نرم افزار تجزیه و تحلیل آماری داده

ها با استفاده از انجام گرفت. اختلاف بین گروه 21نسخه 
از آزمون گرفت.  لیز واریانس یك طرفه مورد بررسی قرارآنا

ها استفاده شد و توکی برای بررسی اختلاف بین میانگین
دست هب یهانرمال بودن داده یانس،وار یزقبل از انجام آنال

 یبررس یرنوفاسم -آمده با استفاده از آزمون کولموگروف
سطح  ر دبودن  دار یمعنی از لحاظ آماراختلافات . گردید

 (.p<05/0) نظر گرفته شددر  درصد 5
 

 نتایج
 جداسازی باکتریوفاژنتایج 

 هیدروفیلا .آبر باکتری بیماریزای  مؤثردر این مطالعه فاژ 
لاب شهرستان ارومیه ضبا موفقیت از آب تصفیه شده فا

هایی با جدا شد. در جداسازی اولیه این فاژ توانست پلاک
 شکلر در پلیت ایجاد نماید )لیتمیلی 5/0-1قطر برابر با 

 فاژهای ،شودملاحظه می 1شکل که در یطورهمان(. 1
محیط کشت  درشماری را بی پلاکجدا شده توانستند 

TSA  ایجاد نمایند. هیدروفیلا .آحاوی باکتری 
 

 
 ند.باشمی آ. هیدروفیلافاژ جدا شده علیه های موجود در تصویرها نقاط شفاف یا همان پلاک :1شکل 

Figure 1: Opaque zone (plague) showed effective phages against A. hydrophila 

 

 نتایج استخراج ژنوم فاژ
فاژهای جدا شده در این  DNAبوط به استخراج رنتایج م

که در یطورشده است. همان نشان 2شکل مطالعه در 

ژنوم فاژهای جدا شده دارای وزن مولکولی مشخص است، 
کیلو جفت باز در مقایسه با مارکر مولکولی  3از بالاتر 

باشند.می
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جفت  100: مارکر مولکولی )1درصد. ستون  1بر ژل آگارز  از آب تصفیه شده فاضلاب شهرستان ارومیه فاژ جدا شده یDNA  :2شکل 

 : فاژ جدا شده9تا  5: شاهد منفی، ستون 4باکتری، ستون  DNA: 3، ستون )شاهد( : فاژ لامبدا2بازی(، ستون 

Figure 2: Electrophoresis of extracted phage DNA on 1% agarose gel. 1:DNA marker (100 bp), 2: Lambda phage, 3: 

Bacterial DNA, 4: Negative control, and 5-9: phage DNA 

 
 بررسی مولکولی باکتریوفاژ

های مولکولی نشان داد که ژنوم تمامی تایج بررسین
باشند و به طور اژهای جدا شده دارای وزن مشابهی میف

هستند. الگوی برش آنزیمی  kb 5/4تقریبی کمتر از 
(1RFLP قطعات )DNA  می کمك آنزیم برای تمابه

این یافته نشان  (.3)شکل فاژهای جدا شده مشابه بود 
 فاضلاب تصفیه شده آبدهد که فاژهای جداشده از می

و هیچ اختلافی از  هستندك نوع ارومیه همگی یشهرستان 
 نظر سایز مولکولی و الگوی برش آنزیمی نداشتند.

 
 

 
1. Restriction Fragment Length Polymorphism 

چرخ  های گوشتهای نمونهنتایج شمارش باکتری
 شده ماهی کپور

شمارش  هیدروفیلا .آهای نتایج مربوط به شمارش باکتری
شده است. نتایج ارائه  2شده تیمارهای مختلف در جدول 

ه با افزایش تیتر باکتریوفاژ در این بررسی نشان داد ک
های گوشت چرخ شده از تراکم باکتری کاسته خواهد نمونه

در  داده شده است،نشان ، 2که جدول یطورشد. همان
دهنده پلاک واحد تشکیل 100000و  10000تیمارهای 

نمونه های شاهد مثبت و در نمونه وگونه رشد باکتری هیچ
 چگونه هی نیز پلاکواحد تشکیل دهنده  100حاوی 

 .مشاهده نشدیك هفته  کاهشی پس  از
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جفت  100: مارکر )1. ستون آب تصفیه شده فاضلاب شهرستان ارومیههضم شده و هضم نشده باکتریوفاژهای جدا شده از DNA :3شکل 

 : فاژ9تا  3، ستون )شاهد( : فاژ لامبدا2باز(، ستون 

Figure 3: Digested and non-digested water isolated phage DNA. 1: DNA marker (100 bp), 2: Lambda phage and 3-9: 

phage 

 

 های گوشت چرخ شده حاوی سطوح مختلف باکتریوفاژنمونه آ. هیدروفیلانتایج شمارش  :2جدول 

Table 2: Results of  A. hydrophila count in meat samples with differents level of bacteriophage 
تیمارهای 

 مختلف

تعدا اولیه باکتری قبل از اضافه 

 کردن باکتریوفاژ

CFU/g log 

 تعداد باکتریوفاژ اضافه شده
PFU/g 

تعداد  باکتری بعد از اضافه کردن 

 باکتریوفاژ
 CFU/g log 

C1 - - عدم رشد 
C2 a 12/0±69/5 - b45/0±23/9 

T1 a 17/0±51/5 100 b13/0±96/8 
T2 a 21/0±72/5 1000 a55/0±89/3 
T3 a 18/0±65/5 10000  عدد در هر گرم10 کمتر از 
T4 a 11/0±68/5 100000  عدد در هر گرم10 کمتر از 

اند، اعداد با حروف متفاوت در هر ستون نشان دهنده وجود اختلاف آماری در سطح میانگین بیان شده ±اعداد در جدول به صورت انحراف معیار 

(05/0>pمی )شد.با 

 
 های گوشتنتایج تعیین تیتر باکتریوفاژ نمونه

های باکتریوفاژهای نمونهنتایج مربوط به تعیین تیتر 
 ارائه 3گوشت چرخ شده ماهی کپور معمولی در جدول 

تیتر  ،شده است. نتایج نشان داد که به مرور زمان
شت چرخ شده که دارای مقادیر های گوباکتریوفاژ نمونه

های در نمونه ،کند. برای مثالافت پیدا می ،ن هستندپائی
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دهنده واحد تشکیل 1000و  100گوشت چرخ شده دارای 
 مشاهدهگونه باکتریوفاژی پلاک پس از یك هفته هیچ

 100000های دارای نشد. این درحالی است که در نمونه
 .آبر  مؤثرواحد تشکیل دهنده پلاک از باکتریوفاژ 

 تر ثبت گردید.بیشترین تی هیدروفیلا
 

های گوشت چرخ نتایج تعیین تیتر باکتریوفاژ نمونه :3جدول 

 آ. هیدروفیلا شده حاوی سطوح مختلف باکتریوفاژ مؤثر بر

Table 3: Results of bacteriophage titer in minced meat 

containing bacteriophage against A. hydrophila  
 CFU/g logتعداد  باکتری  تیمارهای مختلف

C1 عدم تشکیل پلاک 
C2 عدم تشکیل پلاک 

T1 عدم تشکیل پلاک 
T2  10زیر  
T3 a12/0±67/0 
T4 a49/0±23/2 

اند، اعداد میانگین بیان شده ±اعداد در جدول به صورت انحراف معیار 

با حروف متفاوت در هر ستون نشان دهنده وجود اختلاف آماری در 

 باشد.( میp<05/0سطح )

 
 ثبح

شهرستان فاضلاب  در بررسی حاضر از آب تصفیه شده
 .آجدا شد.  هیدروفیلا .آبر باکتری  مؤثرارومیه باکتریوفاژ 

است که ساکن آبهای شور و باکتری گرم منفی  هیدروفیلا
تواند عامل ایجاد بیماری در موجودات و می استشیرین 

 Austin andزی و حتی انسان باشد )آبزی، خشکی

Austin, 2007 .) تواند با میآ.هیدروفیلا عامل باکتریایی
افزایش سطح تولید  نیزها، سموم مختلف و ترشح آنزیم

های بیولوژیك میزبان، زمینه های آزاد در سیستمرادیکال
های مختلف ها را در بافتلازم جهت از بین بردن سلول

 (.1400فراهم سازد )شیخ اسدی و همکاران، 
 خود تکثیر جهت آنها توانایی فاژها، از استفاده اصلی مزیت

 موجب توانندمی توانایی، این داشتن جهت به باشد کهمی

 ,Greer) شوند نگهداری دوره غذایی طی مواد کنترل

مانند  فرآیندهایی از استفاده حالبا این (.2005
 هابیوتیكآنتی یا های شیمیایینگهدارنده پاستوریزاسیون،

 میزبان فاژها برای کهآنجایی از است. ناپذیراجنتاب

ایجاد  امکان کنند،می عمل اختصاصی خود باکتریایی
 .ندارد وجود فاژها از طریق یوکاریوتی هایسلول عفونت

 ایمن را انسان از طریق فاژها مصرف این مسئله ،بنابراین

 Merabishvili et al., 2009; Carvalho et) سازدمی

al., 2012).  بر  مؤثرشناسایی فاژهای درباره جداسازی و
مطالعات متعددی انجام شده است.  هیدروفیلا .آباکتری 

Liu ( به جداسازی و بررسی 2020و همکاران )
پرداختند و  هیدروفیلا .آخصوصیات باکتریوفاژ مهارکننده 

بیان داشتند که باکتریوفاژهای شناسایی شده از 
که باشند می Poxviridaeو  Myoviridae هایخانواده

توانند فعالیت نمایند و توانایی می pHدر گستره وسیعی از 
 هیدروفیلا .آقابل توجهی در جلوگیری از تشکیل بیوفیلم 

 برند. های تشکیل شده را از بین میدارند و بیوفیلم
تا کنون مطالعات مختلف پیرامون استفاده از باکتریوفاژها 

زا ل بیماریدر مواد غذایی مختلف به منظور مهار رشد عوام
لیستریا ، باسیلوس سرئوسو مولد فساد مانند 

سالمونلا ، اشریشیا کلی، نیژوژکمپیلوباکتر ، نوسیتوژنزوم
در گوشت طیور، گاو، خوک و گوسفند انجام  ...و  انتریکا

(. اما گزارشی در Moye et al., 2018شده است )
غذایی با منشا  دخصوص استفاده از باکتریوفاژ در موا

 ضر جزءرسد تحقیق حانظر مینشد، لذا به ی پیدادریای
 ،رسدنظر میبهاولین مطالعات در این زمینه باشد. 

باکتریوفاژها بزرگترین مشکل در خصوص استفاده از 
ها باشد. خیلی از محققان دریافتند که مربوط به کارایی آن

بلافاصله با افزودن باکتریوفاژ به مواد غذایی در روزهای 
داد باکتری موجود در هر گرم غذا تا یك هفته نخست تع
تدریج فاژ توانایی خود اما به است، گیری داشتهافت چشم

دهد. در بررسی حاضر را در مهار رشد باکتری از دست می
شد که در تیمارهای حاوی  نیز پس از یك هفته مشخص

دهنده از فاژ واحد تشکیل  100000و  10000مقادیر 
از تعداد باکتری کاسته شد و حتی  فیلاهیدرو .آموثر بر 

گونه رشدی از باکتری مشاهده نگردید. اگرچه در هیچ
های مختلف برداری از گوشت در زمانتحقیق حاضر نمونه

برداری و شمارش اما لازم است که نمونه ،انجام نگردید
 به مدت باکتری پس از افزودن باکتریوفاژ به ماده غذایی

 بی قرار گیرد.هفته مورد ارزیا 3-2
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و  10000که مشخص گردید، در تیمارهای یطورهمان
گونه رشد واحد تشکیل دهنده پلاک هیچ 100000

 های شاهد مثبت ودر نمونه اماباکتری مشاهده نشد. 
دهنده پلاک واحد تشکیل 1000و  100های حاوی نمونه

گونه کاهش رشدی هیچ هیدروفیلا آ.از باکتریوفاژ موثر بر
( با جداسازی 2020و همکاران ) Akmal ده نگردید.مشاه

خاک بیان داشتند که با افزایش نیز باکتریوفاژ از آب و 
های در ماهی هیدروفیلا .آمیزان باکتریوفاژها از میزان 

از  ،در نتیجه .کاسته شددر دماهای مختلف نگهداری شده 
کننده بیولوژیك مناسب عنوان یك کنترل توان بهآنها می

که با نتایج این بخش ها استفاده نمود نگهداری ماهی در
 مطابقت داشت.

( اثرات استفاده 1398گوهرریزی و همکاران )پناه  یزدان 
آلای رنگین از باکتریوفاژ در میزان بازماندگی ماهی قزل

درون در شرایط را هیدروفیلا  .آکمان آلوده به باکتری 
مطالعه نشان داد  نتایج این مورد بررسی قرار دادند. 1بدن

باکتریوفاژ در میزان بازماندگی ماهی تأثیر که بیشترین 
باکتری  10 -8آلای رنگین کمان زمانی بود که از رقت قزل

وری استفاده باکتریوفاژ به صورت غوطه lm/PFU  3- 10و 
های نشان داد که یکی از راههمچنین گردید. نتایج آنها 

مانی ماهیان ان زندهمناسب و کاربردی جهت افزایش میز
های باکتریایی آلای رنگین کمان در مقابل بیماریقزل

 باشد. می استفاده از باکتریوفاژها
های مولکولی نشان داد که ژنوم این باکتریوفاژ بررسی
DNA باشد. در مرحله دوم این مطالعه افزودن همین می

باکتریوفاژ به گوشت چرخ شده ماهی کپور معمولی که به 
آلوده شده بود، نشان  هیدروفیلا .آر تجربی با باکتری طو

تواند از می مؤثرداد که تیترهای بالاتر باکتریوفاژ به طور 
 رشد و تکثیر باکتری جلوگیری نماید.

 نوع از دنیا در شده کشف فاژهای اکثر تاکنون کلی، طور به

  ،Podoviridaeهایخانواده به متعلق و کوتاه یا دار بلنددم
yoviridaeM  وSiphoviridae درباره و اندبوده 

 در کمی دم اطلاعات بدون فاژهای شناسایی و جداسازی

(. 1398، و همکاران است )فرجی کفشگری دسترس
Singh ( 2016و همکاران) جداسازی فاژ میکروبی ضد اثر 

 
1 In vivo 

 اشریشیاکلی باکتری کاهش بر را فاضلاب نمونه از شده

 در. کردند بررسی ییغذا زایبیماری باکتری یك عنوانبه

 در شفافی هایپلاک حاضر، پژوهش مانند نیز آنها بررسی

 ضد اثر دهندهنشان که شد ظاهر کشت محیط سطح
 فاژ .بود میزبان باکتری علیه شده جداسازی فاژ میکروبی

 اندازه به حدوداً کپسیدی دارای آنها، پژوهش در شده جدا

 راسته به که بود نانومتر 527 طول به بلند دم و نانومتر 78

 Caudoviralesخانواده و Siphoviridae داشت تعلق. 
Yuan ( نیز سویه2018و همکاران ) های مختلفی از

باکتریوفاژ را از آب دریا جداسازی نمودند که این 
داشتند و این  هیدروفیلا .آبر باکتریوفاژها اثر ضدمیکروبی 

انقباض و متعلق به قابل  باکتریوفاژها دارای دم بلند غیر
 بودند. Siphoviridaeخانواده 

های آبی زای ماهی در محیطعوامل بیماریکه طوریهمان
توانند تماس کنند، باکتریوفاژها نیز میزندگی می

 به شکلرا  بیماریزافیزیولوژیکی پیوسته و نزدیك با عوامل 
عنوان یك روش پیشگیرانه در  طبیعی داشته باشند و به

های باکتریایی در روند تولید از مرحله لاروی فونتبرابر ع
پروری و تا بلوغ و قبل از انتشار باکتری در مخازن آبزی

، نتایج این تحقیق با استخرهای پرورش ماهی ایفاء نمایند
که از باکتریوفاژهای  (2014و همکاران ) Elbrekiنتایج 

 نیزها استفاده نموده بودند و مختلف در درمان بیماری
 ( مطابقت داشت. 1398پناه گوهرریزی و همکاران ) انیزد

 هیدروفیلا .آمحققین باکتریوفاژهایی را علیه باکتری 
جداسازی و شناسایی نمودند و نشان دادند که با وجود این 
باکتریوفاژها، مرگ و میر در میان ماهیان آلوده شده ایجاد 

ز دست آمده شبیه به استفاده اشود و نتایج بهنمی
(. در Doss et al., 2017بیوتیك تتراسایکلین است )آنتی

 .آکتری بر با (2018و همکاران ) Leتحقیقی که 
و باکتریوفاژ انجام دادند، به این نتیجه رسیدند  هیدروفیلا

به بهبود  که درمان با استفاده از فاژ در گربه ماهی منجر
 قابل توجهی در میزان بقاء ماهیان آزمایش شده )میزان

درصد( در مقایسه با میزان بقاء در ماهیان شاهد  100بقاء 
 .گردید
 .آتحقیق حاضر نشان داد که استفاده از فاژ موثر بر نتایج 

واحد  100000و  10000با تراکم  هیدروفیلا
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دهنده پلاک در هر گرم گوشت چرخ شده ماهی تشکیل
داری از رشد باکتری تواند به طور معنیکپور معمولی می

داری در دمای یخچال جلوگیری از یك هفته نگه پس
دست آمده های بهبر اساس یافته. (p<05/0) دنمای

وپ الکترونی جزئیات شود به کمك میکروسکپیشنهاد می
همچنین لازم  .جداسازی شده تهیه شود بیشتری از فاژ

است توالی مولکولی ژنوم فاژ موثر بر این باکتری مشخص 
 گردد.

 
 نیتشکر و قدردا

نویسندگان این مقاله مراتب تشکر و قدردانی خود را از 
معاونت پژوهشی دانشگاه آزاد اسلامی واحد ماکو ابراز 
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Abstract 
In this study is to isolate and identify the molecular identity of effective phage on Aeromonas 

hydrophila in Urmia Urban Sewage System and control the experimental contamination in 

common minced carp fillet. For to isolate bacteriophage in the treated water, the existing 

bacteria were destroyed by pure chloroform in order to release the existing phage. Also the 

standard strains of Aeromonas hydrophila were used to evaluate the antibacterial assay of 

isolated bacteriophage (via CODE PTCC1310). Likewise, fish samples were prepared as fresh 

and minced. Then minced meat was contaminated with 108 CFU/g of Aeromonas hydrophila 

and four levels of effective bacteriophage, 108, 107, 106 and 105 PFU/g respectively, per one 

gram of meat were added and mixed. Meat samples containing negative and positive (2ppm of 

nisin) control and four levels of bacteriophage (108, 107, 106 and 105 PFU/g) were stored in 

refrigerator for a week. During the storage, sampling was done for bacterial count and 

bacteriophage titration. Results showed that effective phage on Aeromonas hydrophila 

isolated from Urmia sewage system could prevent the growth of bacteria. Also, findings 

showed that the levels of 10000 and 100000 PFU/g  could significantly prevent the growth of 

Aeromonas hydrophila in common minced carp meat. It can be concluded that the phage 

effective on Aeromonas hydrophila in Urmia sewage system can suitably be used for 

biological control in minced meat of common carp (Cyprinus carpio).  
 
Keywords:  Bacteriophage, Wastewater, Common Carp, Minced Meat, Aeromonas 

hydrophila 
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