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  سويه يلاشريشيا كباكتري اختصاصي جداسازي باكتريوفاژ 

 O157:H7 از خاك كشاورزي  
  

  2، امير تاج بخش2، كبري كوه نشين*1سيده الهام رضاتوفيقي

  

 ، اهواز، ايرانبخش ميكروبيولوژي، گروه زيست شناسي، دانشكده علوم، دانشگاه شهيد چمران اهوازاستاديار . 1

  ، اهواز، ايرانلوژي، بخش ميكروبيولوژي، گروه زيست شناسي، دانشكده علوم، دانشگاه شهيد چمران اهواز. كارشناس ارشد ميكروبيو2

 1392شهريور  19 تاريخ پذيرش:     1392تير  15تاريخ دريافت: 

  چكيده
هاست.  نتي بيوتيكهاي مقاوم به آ باكتريوفاژ درماني از جمله راهكارهاي جانبي نسبت به آنتي بيوتيك درماني براي باكتري     

ثابت شده كه فاژ درماني داراي يك سري مزايا است از جمله اين كه روشي بسيار اختصاصي، موثر و توانمند نسبت به آنتي 
براي جداسازي فاژ از  بود. O157:H7هاست. هدف از اين مطالعه جداسازي فاژهاي اختصاصي باكتري اشريشيا كلي  بيوتيك
زي غني شده با كود حيواني و فاضلاب استفاده شد.از روش ارزيابي نقطه ايي و تكنيك كشت دو هاي خاك، خاك كشاور نمونه

نيز  براي جداسازي فاژ و براي مشاهده ساختمان فاژ از ميكروسكوپ الكتروني استفاده شد. اختصاصيت فاژ جدا شده نرم لايه آگار
هاي شفافي به  شده با كود حيواني جدا شد. اين فاژ پلاك از خاك كشاورزي غني O157ي لك اشريشيا بررسي شد. فاژ باكتري

 PFU/ml 104×3كرد ولي روي ديگر باكترها تاثيري نداشت. تعداد فاژ  ايجاد مي O157ي روي باكتري ايي كل mm 2/0-3/0قطر 
ي كنترل توان برا مطالعه مي هاي فاژ با ميكروسكوپ الكتروني مشاهده و تائيد شدند. از فاژ حاد جدا شده در اين بدست آمد.  ويرون

هاي فلور و يا  بدون اين كه روي ديگر باكتري ،در حيوانات و يا مواد غذايي تازه استفاده كرد O157ي بيولوژيكي باكتري ايي كل
  كيفيت غذا تاثيري داشته باشد.

  .خاك كشاورزي، O157:H7 ،يلاشريشيا ك، باكتريوفاژكلمات كليدي: 

  نويسنده مسئول: سيده الهام رضاتوفيقي ٭
  3330010-19) 3594ايران. تلفن: ( اهواز، ست شناسي، دانشكده علوم، دانشگاه شهيد چمران اهواز،آدرس: بخش ميكروبيولوژي، گروه زي

  e.tofighi@scu.ac.irپست الكترونيك: 
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  مقدمه
ــان   ــراي درمــ ــا بــ ــتفاده از باكتريوفاژهــ روش اســ

هـا   يوتيـك هاي باكتريايي قبـل از كشـف آنتـي ب    بيماري
پيشنهاد شد، ولي پس از كشف پني سيلين و ساير آنتـي  

هـاي وسـيع الطيـف، كـاربرد آنهـا كـم كـم بـه          بيوتيك
ــد  ــپرده ش ــي س ــاكتري  .)6و  1( فراموش ــور ب ــاي  ظه ه

هـا و از طرفـي ديگـر     بيماريزاي مقاوم به آنتـي بيوتيـك  
افزايش بيمـاران دچـار تضـعيف سيسـتم ايمنـي موجـب       

هـاي   ها در درمـان عفونـت   يككاهش كارايي آنتي بيوت
باكتريايي شده است. فاژ درماني روشي كم هزينـه عليـه   

هـاي مقـاوم بـه درمـان      ها و به ويژه عفونت انواع باكتري
هـا بسـيار ارزان    ها بـرخلاف آنتـي بيوتيـك    باشد. فاژ مي

قيمت بوده و فاقد عوارض جانبي شـناخته شـده هسـتند.    
وليـد بـوده و بـراي    ها قابل ت همچنين عليه تمامي باكتري

هاي شناخته شده از جملـه داخـل    ي روش درمان از همه
توان  عروقي، عضلاني، خوراكي و حتي داخل مغزي مي

استفاده نمود. علاوه بر اين به آساني با هزينه اي پايين از 
ليص اسـت. از  خمحيط زندگي انسان قابل جداسازي و ت

ا ندارنـد،  ها توانايي مقاومت در برابر آن ر طرفي باكتري
و  5، 4( و يا حداقل مقاومت در برابـر آنهـا پـايين اسـت    

ــاكتري   12 ــر روي ب ــاثير ب ــر ت ــا از نظ ــيار   ). فاژه ــا بس ه
كننــد؛ بــه ايــن ترتيــب كــه فقــط   اختصاصــي عمــل مــي

. بـراي هـر   )9( گيرند زا را هدف مي هاي بيماري باكتري
ــاري ــاكتري بيم ــداد بيشــتري    ب ــا تع زا حــداقل يــك و ي
تـوان از   لا اختصاصي وجود دارد كه مـي باكتريوفاژ كام

ــي     ــه آنت ــالي ك ــود. در ح ــتفاده نم ــان اس ــراي درم آن ب
هـا را از   ها بدون استثنا تعـداد زيـادي از بـاكتري    بيوتيك
هـاي   ها باكتري برند. مثلا با مصرف آنتي بيوتيك بين مي

هاي زيـادي بـراي انسـان دارنـد، از      مفيد روده كه مزيت
 كننـد  ضر شـروع بـه تكثيـر مـي    هاي م بين رفته و باكتري

هاي فاژها ايـن اسـت، كـه بـه علـت       از ديگر مزيت ).9(

هـا را   پـايين عفونـت   مقـادير ها با  تكثير در داخل باكتري
هـا نفـوذ    كنند و بـه خـوبي در عمـق بافـت     ريشه كن مي

كننــد. در ضــمن فاژهــا بــه علــت ايــن كــه فقــط در   مــي
بـا   كننـد،  هاي اختصاصي خود رشـد و تكثيـر مـي    ميزبان

هاي حساس، فاژها نيز بـه سـرعت از    مرگ تمام باكتري
هـاي   بيماريزا به دسـته  اشريشيا كلي). 14و1( برند يبين م

 اشريشيا كلـي شود كه يكي از آنها  گوناگوني تقسيم مي
 Enterohemorrhagic Escherichia( انتروهموراژيك

coli( )EHEC( توكسينعلت توليد  بههمچنين باشد.  مي 
 )VTEC( توليد كننده وروتوكسـين  يشيا كلياشربه آن 

)E. coli Verocytotoxin producing(   و يـاSTEC 
)Shiga Toxin- producing E. coli  ــم گفتــه ) ه

هــاي ايــن گــروه  شــود. يكــي از مهمتــرين ســروتيپ مــي
هـاي اخيـر    اسـت كـه در دهـه    O157:H7 اشريشيا كلـي 

ميـر در دنيـا بـوده    و مرگ و عامل ايجاد چندين اپيدمي 
است. اين بـاكتري در بسـياري از مـوارد، مشـابه شـيگلا      

) توليد stxتوكسين (است سمي شبيه شيگلا بوده و قادر
روده  O157:H7 اشريشيا كلـي زايي  نمايد. محل بيماري

توانـد يـه صـورت     بزرگ بوده و بيماري ايجاد شده مـي 
بدون علامت، اسهال معمـولي، اسـهال خـوني، كوليـت     

هموليتيـك در كودكـان و    هموراژيك، سـندرم اورمـي  
پورپورآي ترومبو سيتوپنيك ترومبوتيك در بزرگسالان 

ــد ــن    .)13( باش ــاي اختصاصــي اي ــه فاژه ــن مطالع در اي
 باكتري بيماريزا جستجو شد.

  ش كارمواد و رو
  جداسازي باكتريوفاژ

ــراي جداســازي فــاژ از فاضــلاب، خــاك و زمــين   ب
 شـد. كشاورزي غني شده با كود حيواني نمونه بـرداري  

جمع آوري شد. از  10cmگرم خاك از عمق  10ميزان 
هـا بـا هـم     هر محل سه نمونه تهيه شد و در نهايت نمونـه 

 cc10مخلوط شد. از فاضلاب نيز سـه نمونـه هـر كـدام     
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  نواته  طتسوت     هتناگادج تروتص هتب اته  هتنومن  .دتش هیهت
   نورد و دتش هفاتضا بآ یرادقم اهنآ هب س س و نژرمه
 هقیقد 01 تدم هب اه هنومن .دش هتخیر cc 94 یاه نوکلاف
   و دندتش ژوفیرتناتس C◦4  یاتمد رد rpm 0005 تعرس اب
       یماتمت دتعب هتب هتلحرم نتیا زا .دتش تشادرب ییور ایام
   دوتته رتتیز رد یگدوتتلآ زا یریگوتتلج یارتتب اتته دتتنیارف
    یتیور ایاتم .تفریذتپ ماجنا هلعش رانک و یژولویبورکیم
 و فتتلعم زتتیر تار  اتتت هداد روتتبع mµ94/0 یاتتهرتلیف زا
    ادتج دتننک روتبع رتلیف نیا زا دنناوت یمن هک ییاه یرتکاب
 mµ 22/0  یاته    رتتلیف اتب اددتجم ییور ایام س س .دنوش
 C◦4  یاتمد اب لاچخی نورد ژاف یواح ایام و هدرک رتلیف
 زا  ،ژاتف یزاس ینغ رو نمهب .دش یرادهگن رون زا رود هب
 MgSO4(LBM) لوم یلیم 9 یواح یناتربایرول طیحم
  یتتلک ایتتشرشا   یرتکاتتب صلاتتخ هتتنگ رپ .دتتش هدافتتتسا

O157:H7 طیتحم رد  LB یاتمد رد و   دتش هداد تتشک  
C◦33 یرتکاتب شوتس)    دتش هتبوکنا تعاتس 61 تدم هب   
  هاگتشناد یکشز ماد هدکشناد زا O157:H7 یلک ایشرشا
   هتیهت ددتجم تشک یرتکاب زا س س .(دش تفایرد نارهت
 دنلراف کم هین ترودک هب تشک طیحم ترودک ات دش
 ی تلک ای تشرشا    یرتکاتب یارتب ناتمز نیا لاومعم هک دسرب
   نتلرا هتب هدش رتلیف ایام زا یس یس هد .تسا تعاس 9/2
  هرود رد یرتکاتتب یواتتح تتتشک طیتتحم زا cc1 یواتتح
  هزاتت LBM  طیتحم یس یس 001 و دنلراف کم هین دشر
      رود اتب راد رکیتش روتاتبوکنا رد طیتحم .دتش هداد لاقتنا

rpm011 یاتتمد C◦33 هتتبوکنا تعاتتس 11 تدتتم یارتتب 
      رارتق تتنوفع دروتم یاتهژاف طتسوت اه یرتکاب ات تشگ
  تتشذگ زا دعب .دبای ریثکت ر ن دروم ژافویرتکاب و هتفرگ
    طتتسوت و ژوفیرتناتتس تتتشک طیتتحم تعاتتس 11 ناتتمز
 .(11 و 2) دوش صلاخ ژاف ات دش رتلیف ./mµ22 یاهرتلیف

 Spot) ییا هطقن شور زا ،ژاف رویح هدهاشم تهج

assay) یور هدش رتلیف ایام زارتیلورکیم هد .دش هدافتسا 

 O157:H7   یتلک ایتشیرشا    یرتکاتب یتنمچ تتشک حطس
     هدتش رتتلیف ایاتم رد ژاتف دوجو تروص رد .دش هدناکچ
 .(11) دش یم داجیا یرتکاب تشک طیحم رد فافش طاقن

 Soft agar) مرتتن راتتگآ هتتیلا ود راتتگآ کتتینکت زا

overlay technique) کتت یاته کلاتپ هدهاشم تهج   
 کمک اب ژافویرتکاب زا ادتبا هک  یترت نیدب .دش هدافتسا
  اتت 01ˉ1  یاته   تتقر ایرتتسا تافلوس مویزینم کمن رفاب
  یاته    هتلول هتب تتقر رته زا Lµ001 س س .دش هیهت 01ˉ6
 O157:H7  یتلک  ایتشیرشا یرتکاب Lµ009 یوتحم ایرتسا
   رد ژاتتف بذتج تتتهج هتقیقد 01   تدتتم هتب و هداد لاتقتنا
  .(11و2) دش هبوکنا C◦33 یامد

 ml3   یوتتحم یاته هتلول هب ژاف -یرتکاب نویسنا سوس
 ،(دتتصرد 93/0 راتتگآLBM + ) باذتتم راتتگآ تفاتتس
        رتب تعرتس هتب ندرتک طوتلخم زا دتعب و دتش هداد لاقتنا
   هداتمآ شیتپ زا LBM راگآهیاپ یوتحم یاهتیلپ حطس
 روتابوکنا رد تعاس 42 تدم هب اهتیلپ .دش شخپ هدش
C◦33 داتجیا یاته  کلاتپ رتخآ  هتلحرم رد .دندش هبوکنا   
    کلاتپ شرامتش دتحاو نییعت و یژولوفروم ر ن زا هدش
(PFU) وتف اتحارم زا دتعب .دنتفرگ رارق یسررب دروم ،    
 TEM   یتنورتکلا پوکتسورکیم زا هدافتسا اب ییاهن دییات
  .(11 و 2) تفرگ تروص

 ژافویرتکاب یگژیو شیامزآ
 دش هدافتسا تیصاصتخا تست یارب هک ییاه یرتکاب 
   هتک درادناتتسا یاه یرتکاب لوا هتسد .دوب هتسد ود اماش
  یرتناتسید  لاگیتش ،DH5α  هیوتس  یتلک  ایتشیرشا  اماتش
(PTCC 1188)، سوتتئروا سوکوکولیفاتتتسا (PTCC 

  .دوتب (PTCC 1562)  ازوتنیژورئآ سانومودوس ،(1431
  تاتناویح ای و دارفا زا هک ازیرامیب یاه یرتکاب مود هتسد
 ی تلک  ایتشیرشا یرت  کاتب ود اماتش هک دوب هدش ادج رامیب
  یتلک  ایتشیرشا  یرتکاتب ود ،یراردا تنوفع زا هدش ادج
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 و    موتیروم یتفیت لانوملاتس  ،ناتسنا شراوگ هاگتسد رولف
 .دوب رامیب ماد زا هدش ادج سیراگلو سوئتورپ

 ینورتکلا پوکسورکیم اب ژاف هدهاشم
   یتفنم یزتیمآ گتنر زا ، ژاتف نامتخاس هدهاشم تهج

 زا یرتتیگهتتنومن ادتتتبا .دتتش هدافتتتسا %2 اتتیناروا تاتتتسا
 رد اه هنومن .دش ماجنا ،هناگادج تروصب اهکلاپ هیشاح
  ژاتف lµ02  یور یتسم دیرگ کی .دش اح ملا یور بآ
 زا سپ .دش هداد رارق هقیقد 4 تدم هب ،بآ رد هدش اح
  و هتتفرگ هنومن یهفاضا یفاص ذغاک اب ، وف هلحرم مامتا
    یور ،هتقیقد ود تدتم هتب یزیمآگنر تهج ،دیرگ ره
lµ04 اته  هتنومن .(01 و 1) تفرگ رارق %2 ایناروا تاتسا  
TEM (, Zeiss, Leo906E   یتنورتکلا پوکتسورکیم اب

Germany) دندش هدهاشم.  

 جیاتن
    یرتکاتب یتصاصتخا یاتهژافویرتکاب شهوژپ نیا رد

 یاتته اکتتش) دتتش یزاتتسادج O157:H7 یلکایتتشرشا
  ژاتتفویرتکاب نتتیا یزاتتسادج یارتتب ناتتکم نیرتتتهب .(2و1
 رد نیا و دوب یناویح یاهدوک اب هارمه یزرواشک کاخ
       زا یرتکاتب نتیا یتصاصتخا ژاتفویرتکاب هتک تتسا یلاح
   اتب رت ن دروم ژافویرتکاب تیصاصتخا .دشن ادج بلاضاف
       رد ژاتف .دتش یتسررب هدتش رتک  یاته یرتکاب زا هدافتسا
    داتجیا کلاتپ اته یرتکاب نیا زا مادک چیه تشک طیحم
 فتتتیرر ز  ا نآ اکتتتش نیتتتنچه و ژاتتتف دوتتتجو .درتتتکن
 تفرگ رارق یسررب دروم TEM ینورتکلا بوکسورکیم
     زا رتتیل یتلیم رته رد یتسوریو اکیتراپ نازیم .(3 اکش)
PFU  01ربارب هنومن   ریواتصت هب هجوت اب .دش هبساحم 3×4
   تتسیب نامتخاتس یاراد ژاف نیا ینورتکلا پوکسورکیم
    رد ژاتف نتیا هزادتنا .دشاب یم هاتوک یمد یاراد و یهجو
nm02 دودح  .دشاب یم 0

 
 

 شور رد ژاف طسوت هدش داجیا یاه کلاپ :1 ریوصت
 ییا هطقن یزاسادج

 طخ هزادنا) ینورتکلا پوکسورکیم اب هدش هدهاشم ژاف :2ریوصت
 (دشاب یم nm 550 شک

 یریگ هجیتن و ثحب
  یتتتنآ هتتب تتتمواقم شرتتتسگ اتتب رتتیخا لاتتس دتتنچ رد

 زا هدافتتتسا ازیراتتمیب یاتته یرتکاتتب ناتتیم رد اتته کتتیتویب
 ژاتتف زا .دتتسر  یتتم رتت ن هتتب دنمدوتتس یرتتما اتتهژافویرتکاب
      یتتنآ راتنک رد یبناتج یتشور ناوتنع هب ناوت یم ینامرد
   ناتمرد هتب مو  اتقم یاته   یرتکاتب اتب هلباقم یارب اه کیتویب
  حطتتس هتتب (Adsorption) ژ  اتتف بذتتج .درتتک هدافتتتسا
     هتب یگتتسب تتسا ژاتف تنوفع هلحرم نیلوا هک اه یرتکاب
 .(11)   دراد یرتکاتب هراوتید حطس یور رب هدنریگ دوجو
  یلپوت یل ، یتلک  ایتشیرشا   یرتکاتب رد لاوتمعم ژاف هدنریگ
  یاته     هیوتس رد دتی یل نتیا .تتسا یجراخ ءاشغ دیراکاس
 نتتیا یاتتهژاف اتتیلد نیتتمه هتتب و تتتسا تواتتفتم نتتلتخم



 02     ...هیوس یلک ایشیرشا یرتکاب یصاصتخا ژافویرتکاب یزاسادج

 

 یصاصتخا تروص هب دناوت یم و تسا عونتم هه یرتکاب
 ژاف لاصتا هب مویزینم کمن ندرک هفاضا .(11) دنک امع
    زاتین لاتصتا یارتب ژاف اریز دنک یم کمک لولس حطس هب
   یرتکاتب رتگا .(3) درا  د موتیزینم اتی و هیسلک یاه نوی هب
 راچد ای دهدب تسد زا ار دوخ یحطس دیراکاس یلپ و یل
     درادتن ار یرتکاتب هتب لاتصتا ییاناوت ژاف رگید دوش رییغت
    کلاتپ تتشک طیتحم رد و هدش مواقم یرتکاب هجیتن رد
      شهوژتپ نتیا رد هدتش ادتج ژاتفویرتکاب .دوش یمن داجیا
 زا ناوتتت  یتتم هتتک دتتشاب   یتتم هژتتیو تتتیمها دتتنچ یاراد
    یارتب نآ یتیاز تتنوفع مدع هجیتنرد و نآ تیصاصتخا
     یارتب یبناتج ضراوتع مدتع نینچمه و هدور لامرن رولف
  ژاتفویرتکاب ندوب یصاصتخا تلع .درک دای رامیب صخش
 یور ژاتتف نتتیا یاتته هدتتنریگ دوتتجو لااتتمتحا هدتتش ادتتج
 .دتتشاب   یتتم یرتکاتتب نتتیا یتتصاصتخا دیراکاتتس یلپوتت یل
    ژاتف نتیا دتهد  یتم ناشن ینورتکلا پوکسورکیم ریواصت
  .دتشاب   یتم گرزتب اتبسن و یهجو تسیب ینامتخاس یاراد
  یلوتکلوم یاه شور زا دیاب ژاف فیقد ییاسانش یارب هتبلا
  ناوتت   یتم هتعلاطم نیا رد هدش ادج ژاف زا .تفرگ کمک
       هدافتتسا ازیراتمیب یرتکاتب نتیا یکیژوتلویب لرتتنک یارب
  داوتم ای و بآ دارفا هب یرتکاب نیا لاقتنا یاه هار زا .درک
        ژاتف یکیژوتلویب لرتتنک کتمک اتب .تتسا هدوتلآ ییاذغ
    ار یرتکاتب ییاذتغ داوتم تیفیک هب  یسآ نودب ناوت یم
 رد O157 یتتتتلک ایتتتتشیرشا یرتکاتتتتب .درتتتتک فذتتتتح
    هتب هتجوت اتب .(31) دنک یم لاهسا داجیا ناگدننکراوخشن
    تتسا یرتکاتب نتیا یصاصتخا هدش ادج داح ژاف هک نیا
   لاوتتمعم .درتتک هدافتتتسا ناتتم رد یارتتب نآ زا ناوتتت یتتم
 اهژاف و اه کیتویب یتنآ هب تبسن نامز رورم هب اه یرتکاب
  زتین دوخ ژاف هک نیا هب هجوت اب اما .دننک یم ادیپ تمواقم
 نتتیا زا رارتتف یارتتب ار ییاتتهراک هار تتتسا هدتتنز دوتتجوم
  اته   کتیتویب یتتنآ یارب هک یلاحرد دنک یم ادیپ تمواقم
 .(11) تسین  داص رما نیا

Hudson ایتشیرشا  یرتکاتب ندودز یارب ناراکمه و  
    نتتیا یتتصاصتخا ژاتتف زا ماتتخ تتتشوگ زا O157 یتتلک
     ادتج اتهنآ طتسوت هتک یژاف .(3) دندرک هدافتسا یرتکاب
  Myoviridae  هدتیریو وتیم   هداوناتخ هتب طوبرم دوب هدش
 یگدولآ فذح یارب زین ناراکمه و Tomat .تسا هدوب
 اهنآ طسوت هک یژاف .(61) دندرک هدافتسا ژاف زا تشوگ
  یتعمج و Tomat   .دوتب هدتش ادج عوفدم زا دش هدافتسا
  یرتکاتب ندرب نیب زا یارب اهژاف نیا زا ناراکمه زا رگید
 هدافتسا ریش یریمخت یاهدنیارف رد O157 یلک ایشیرشا
  یاته یرتکاب هب  یسآ نودب هعلاطم نیا رد .(91) دندرک
 ط تسوت O157 ی تلک  ایتشیرشا  یرتکاتب ریش هدننک ریمخت
   یرتکاتب نتیا ژاف رضاح هعلاطم رد .(91) تفر نیب زا ژاف
  هتک یلاح رد دش ادج یناویح دوک اب هدش ینغ کاخ زا
     یارتب هتتبلا .دتشن یزاتسادج یژاف ،کاخ و بلاضاف زا
    ربتص و ددتعتم یاته   یرادرتب هتنومن هب زاین ژاف یزاسادج
 زا یرادرتتب هتتنومن تتتسا رتتتهب و تتتسا ناوارتتف هلتتصوحو
     زا تتسا رتتشیب ژاتف نتیا یزاسادج ناکما هک ییاه احم
  عوفدتم ،یناویح دوک اب هدش ینغ کاخ ،بلاضاف هلمج
  لاهتسا هب لاتبم تاناویح اصوصخ هدننکراوخشن تاناویح
    هدتش هدافتتسا بلاتضاف هنومن .درک هدافتسا یلیساب یلک
   لااتمتحا و تتشاد یعوفدم یگدولآ رتمک هعلاطم نیا رد
   نیدتب .دتشاب  یتم بلاضاف زا ژاف ندشن ادج ایلد رما نیا
 ناوت یم هدش ادج ژاف نیا رتلماک و رتهب تخانش اب  یترت
 یتتتنآ زا هدافتتتسا راتتنک رد یناتتمرد ژاتتف ناوتتنع هتتب نآ زا
 .درک هدافتسا اه کیتویب
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Abstract 
     Bacteriophage treatment offers a possible alternative to conventional antibiotic 
therapy against multidrug-resistant bacteria. Phage therapy has already been proven 
to be advantageous since it is more specific, accurate and potent than antibiotics. The 
aim of this study was the isolation of E. coli O157:H7 specific phages. To isolate the 
phage from the samples of soil, agricultural soil enrichment with animal manure, and 
waste were investigated. Spot assay and soft agar overlay technique were used for the 
isolation of phage. Electron Microscope was used for observation of phage structure. 
Specificity of the phage isolated was investigated. E. coli O157 phage was isolated 
from agricultural soil enrichment with animal manure. This phage produced clear 
plaques (0.2 to 0.3 mm diameter) on E. coli O157 but not on the other tested bacteria. 
The number of phage was calculated 3×104 PFU/ml. Phage virions were observed and 
confirmed by TEM. The virulent phage isolated in this study may be used for 
biocontrol of E. coli O157 in animals and fresh foods without compromising the 
viability of other normal flora or food quality. 
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