جداسازی و بررسی خصوصیات باکتریوفاژ لیتیک علیه باکتری استاندارد کلبسیلا پنومونیه  و اثر ضدباکتریایی آن روی جدایه های بالینی سودوموناس آئروژینوزا و استافیلوکوکوس اورئوس
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چکیده
مقدمه: با توجه به بروز سویههای مقاوم به آنتیبیوتیک باکتری‌هایی مانند کلبسیلا پنومونیه، استفاده از پتانسیل ضدباکتریایی باکتریوفاژها به عنوان یک رهیافت موثر در کنترل عفونتها مورد توجه قرار گرفته است.
مواد و روشها: پس از جداسازی باکتریوفاژ لیتیک (PKpMa1/19) علیه باکتری کلبسیلا پنومونیه PTCC 1290  از فاضلاب شهری مراغه با روش آگار دولایه، تیتراسیون، خالص سازی و غنی سازی باکتریوفاژ انجام شد. خصوصیات شکلی PKpMa1/19 با استفاده از میکروسکوپ الکترونی تعیین شد. بررسی خصوصیات رشد یک مرحلهای، دوره نهفته، سایز انفجاری، میزان پایداری و در نهایت طیف میزبانی فاژPKpMa1/19   با استفاده از روش نقطهای انجام شد.
نتایج: باکتریوفاژ با خصوصیات شکلی مشابه  خانواده تکتی ویریده جداسازی و خالص سازی گردید. دوره نهفته و سایز انفجاری باکتریوفاژ PKpMa1/19  به ترتیب 20 دقیقه و/cell  PFU 311 تعیین شد. اثر لیتیک مناسب باکتریوفاژ بین دماهای 22- و 37 درجه سلسیوس مشخص گردید. پایداری فاژی در10-4 pH= حفظ گردید. از نظر طیف میزبانی، PKpMa1/19 فقط علیه یکی از 20 جدایه کلبسیلا پنومونیه (5 درصد جدایه های کلبسیلا) اثر ضدباکتریایی داشت ولی روی 10 جدایه سودوموناس آئروژینوزا (50 درصد جدایه های سودوموناس) و 16 جدایه استافیلوکوکوس آرئوس (80 درصد از جدایه های استافیلوکوکوس) اثر لیزکنندگی داشت.
بحث و نتیجهگیری: با وجود اثرات لیتیک مناسب و نیز پایداری خوب فاژ PKpMa1/19 در برابر عوامل محیطی مطالعه شده، در صورت استفاده از آن به عنوان کاندیدای فاژدرمانی، تعیین طیف میزبانی و ارزیابی اثربخشی آن علیه سویه های باکتریایی مسبب عفونت و همچنین بررسی کاملتر خصوصیات مولکولی این فاژ ضروری می باشد. 
کلمات کلیدی: باکتریوفاژ، فاژدرمانی، کلبسیلا پنومونیه، مقاومت آنتی بیوتیکی 



Isolation and characterization of a lytic bacteriophage against standard Klebsiella pneumoniae and evaluation of its antibacterial effect on clinical isolates of Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus
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Abstract
Introduction: Due to the emergence of antibiotic-resistant strains of bacteria such as Klebsiella pneumoniae, the use of antibacterial potential of bacteriophages has been considered as an effective approach in controlling the infections.
Material and Method: After isolating lytic bacteriophage (PKpMa1/19) against K.pneumoniae PTCC1290 from Maragheh urban sewage by agar bilayer method, purification, titration and enrichment of the bacteriophage were performed. Morphological characteristics of PKpMa1/19 were determined using electron microscopy. One step growth, latent period, burst size, stability and finally host range of the bacteriophage was evaluated using spot test. 
Results: A bacteriophage with the morphological features of Tectiviridae family was isolated and purified. Its latent period and burst size were 20 min and 311 PFU respectively. Appropriate lytic effect of the bacteriophage was shown between -22 and 37 . Stability of the phage was high in pH= 4-10. The phage (PKpMa1/19), was effective against one of the 20 clinical isolates of K.pneumoniae (5% of K. pneumoniae isolates), but it showed antibacterial effect on 10 Pseudomonas aeroginosa ( 50% of P. aeruginosa isolates) and 16 Staphylococcus aureus isolates (80% of S. aureus isolates).
Discussion and Conclusion: In spite of appropriate lytic effect and also, high stability to environmental conditions, Due to its narrow host range to K. pneumoniae clinical isolates, it needs to exactly determination of its host range and efficacy of the phage against problematic strains of bacteria for using it as phage therapy candidate. Detailed survey of molecular characteristics of the bacteriophage is necessary. 
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   مقدمه
ﻣﻘﺎوﻣﺖ ﺑﺎﻛﺘﺮيها به آﻧﺘﻲﺑﻴﻮﺗﻴﻚها از ﻣﻬﻢﺗﺮﻳﻦ ﺧﻄﺮات ﺗﻬﺪﻳﺪﻛﻨﻨﺪه ﺑﻬﺪاﺷﺖ ﺟﻬﺎﻧﻲ اﺳﺖ ﻛﻪ درﺻﺪ ﻓﺮاواﻧﻲ از مرگ و ﻣﻴﺮﻫﺎي سالانه ناشی از ﻋﻔﻮﻧﺖﻫﺎي ﺑﻴﻤﺎرﺳﺘﺎﻧﻲ را ﺑﻪ خود اختصاص میدهد. کلبسیلا یکی از جنسهای خانواده بزرگ انتروباکتریاسه بوده و معروفترین عضو این جنس، کلبسیلا پنومونیه میباشد. کلبسیلا پنومونیه یکی از شایعترین باکتریهای گرم منفی، تخمیرکننده لاکتوز، غیرمتحرک، میلهای شکل و بیهوازی اختیاری است که باعث عفونتهای بیمارستانی از جمله ذات الریه، عفونت در مجاری ادراری، دستگاه صفراوی و محل زخمهای جراحی میشود (Hackstein et al, 2013) (Ryan & Ray , 2004) (Al-Rubaye et al, 2017). شایعترین بیماری ناشی از این باکتری، ذاتالریه است که به طور معمول به شکل برونکوپنومونی و برونشیت ظاهر میشود و معمولاً با میزان مرگ و میر بالایی همراه است (Riggs et al, 2001). اگر عفونتها مقاوم به دارو نباشند، پنومونی میتواند با آنتیبیوتیک مناسب درمان شود ولی کاهش اثربخشی آنتیبیوتیکها علیه عفونتهای حاصل از کلبسیلا پنومونیه مشکلساز می باشد (Magiorakos et al, 2017). از عوامل دیگر ایجاد عفونتهای باکتریایی شایع در انسان می توان به سودوموناس آئرژینوزا، اشریشیاکلی و استافیلوکوکوس اورئوس اشاره کرد. از جمله این عفونتها، عفونتهای ایجادشده در اثر سوختگی است که اغلب با عفونتهای مخلوط باکتریایی همراه است و با توجه به افزایش مقاومت باکتریها نسبت به آنتیبیوتیکهای موجود، درمان زخمهای عفونی حاصل از سوختگی در برخی موارد با مشکلات عدیدهای همراه است لذا یافتن گزینه های مناسب و موثر جایگزین مناسب جهت مبارزه با عفونتهای روزافزون مقاوم به آنتی بیوتیک از اهمیت بسزایی برخوردار است.
استفاده از باکتریوفاژها برای کنترل عفونتهای باکتریایی تحت عنوان فاژدرمانی شناخته شده که به دلیل مزیتهایی که این روش دارد میتواند به عنوان یکی از جایگزینهای موثر آنتیبیوتیکها در کنترل و درمان عفونتهای باکتریایی مطرح باشد. باکتریوفاژها یا فاژها ویروسهایی هستند که به طور اختصاصی به باکتری میزبان خود حمله کرده و آنها را از بین میبرند. درمان با استفاده از باکتریوفاژها به دلیل عملکرد اختصاص آنها علیه سویه های بیماریزا، آسیب کمتر به فلور طبیعی بدن، عدم عوارض جانبی جدی و نیز افزایش خصوصیات ضد باکتریایی آنها به هنگام استفاده همزمان با آنتیبیوتیکها به خصوص در موارد بروز سویههای جدید بیماریزای بسیار مقاوم به آنتیبیوتیک ها، میتواند بسیار ثمربخش باشد و نیز از گسترش ببیشتر مقاومتهای آنتیبیوتیکی چندگانه جلوگیری کند ((Pouillot et al., 2012; Gu et al, 2012. با توجه به موارد یادشده و اهمیت فاژدرمانی، در این پژوهش، باکتریوفاژ لیتیک علیه باکتری استاندارد کلبسیلا پنومونیه PTCC 1290 جدا شده و پس از بررسی خصوصیات باکتریوفاژ جداسازی شده، اثر ضد باکتریایی آن بر جدایههای بالینی کلبسیلا و چند جنس باکتریایی دیگر حاصل از عفونتهای انسانی مورد بررسی قرار گرفت. 
   مواد و روشها
تهیه محیطهای کشت و باکتریها
سویه باکتریایی کلبسیلا پنومونیه PTCC1290 از کلکسیون میکروبی مرکز پژوهشهای علمی و صنعتی ایران به صورت ویال لیوفیلیزه خریداری شد و بر اساس دستورالعمل آن کشت باکتریایی در محیطهای کشت مناسب صورت گرفت و به عنوان میزبان جهت جداسازی فاژ مورد استفاده قرار گرفت. جدایههای باکتریایی دیگر مورد استفاده در این پژوهش شامل 20 جدایه بالینی کلبسیلا پنومونیه، 12 جدایه اشریشیاکلی، 20 جدایه سودوموناس آئروژینوزا و 20 جدایه استافیلوکوکوس اورئوس بود که از بیمارستان امام رضای شهر تبریز از نمونه های مختلف بیمارستانی از جمله عفونت ادراری، سوختگی و .. جمع آوری گردید با استفاده از تستهای بیوشیمیایی استاندارد و محیطهای کشت باکتریایی، مورد تایید تشخیص قرار گرفتند  (Pallavali et al, 2017).

جداسازی باکتریوفاژ
 به منظور جداسازی باکتریوفاژ اختصاصی علیه باکتری کلبسیلا پنومونیه PTCC 1290، نمونه گیری از رودخانه صوفی چای شهرستان مراغه  و فاضلاب شهری مراغه در مرحله قبل از کلرزنی در چندین نوبت به عمل آمد. نمونهها در ظروف دربدار استریل به آزمایشگاه میکروب شناسی دانشگاه مراغه منتقل و در دمای 4 درجه سلسیوس نگهداری شدند و در اسرع وقت روند جداسازی باکتریوفاژ انجام گردید.
جهت جداسازی باکتریوفاژ از روش Pallavali و همکاران با کمی تغییر استفاده شد. 45 میلیلیتر از هر نمونه فاضلاب در 4 درجه سلسیوس به مدت 10 دقیقه با دور g × 5000 سانتریفیوژ گردید و مایع رویی به وسیله فیلترهای سر سرنگی 45/0 میکرومتر (Jet Biofil, Canada) فیلتر شد. به نمونه فیلتر شده حاصل، 20 میلیلیتر محیط غلیظ نوترینت براث (Nutrient broth)، کشت تازه باکتریایی (OD = 0.4-0.7) و همچنین سولفات منیزیم (MgSo4) 1 درصد اضافه گردید و مخلوط حاصل در 37 درجه سلسیوس به مدت 24 ساعت گرمخانهگذاری شد. سپس به محلول مورد نظر کلروفرم افزوده و به مدت 20 دقیقه در 37 درجه سلسیوس انکوبه شد. محلول فوق جهت جدا شدن باکتریوفاژها از باکتریها سانتریفیوژ گردید. برای خالصسازی بیشتر، مراحل اضافه کردن کلروفرم، گرمخانهگذاری و سانتریفیوژ مجددا تکرار گردید. بعد از فیلتراسیون، بررسی حضور پلاکهای فاژی در محلول رویی فیلتر شده با  روش آگار دولایه (Double layer agar) انجام گرفت. پلیتهای فوق به مدت 24 ساعت در دمای 37 درجه سلسیوس گرمخانهگذاری شدند. پس از سپری شدن مدت زمان گرمخانهگذاری، ایجاد پلاک و نیز خصوصیات پلاکهای ایجاد شده با روش آگار دولایه مورد بررسی قرار گرفت (Pallavali et al, 2017). فاژ جداشده PKpMa1/19 نامیده شد.

خالصسازی و ذخیرهسازی و تیتراسیون سوسپانسیون فاژی
در بیشتر موارد با توجه به استفاده از مخازن فاضلاب و منابع آبی مختلف جهت جداسازی، امکان حضور بیش از یک نوع فاژ در پلیت حاوی نمونه جداسازی شده وجود دارد؛ این فاژها پلاکهایی با اشکال و اندازه مختلف ایجاد میکنند. بنابراین برای خالصسازی، یک پلاک لیتیک مشخص با خاصیت لیز کنندگی بالا ابتدا با سر سمپلر استریل برداشته و در یک میلی لیتر محیط برین هارت اینفوزیون براث داخل میکروتیوب 5/1 میلیلیتری ریخته شد. این میکروتیوب به مدت یک ساعت در دمای 37 درجه سلسیوس گرمخانهگذاری گردید. سپس میکروتیوب مورد نظر به مدت 10 دقیقه سانتریفیوژ شد و مایع رویی از فیلتر 45/0 میکرومتری عبور داده شد. در مرحله بعد از محلول فاژی به دست آمده، رقت سریال تهیه شد و از رقتهای به دست آمده با سوسپانسیون باکتری موردنظر مخلوط شده و تلقیح در محیط کشت به روش آگار دولایه صورت گرفت و پلیتها به مدت 24 ساعت در دمای 37 درجه سلسیوس گرمخانهگذاری شدند (Adams, 1959). محلول فاژی خالص شده در دمای 4 درجه سلسیوس ذخیره گردید (Karumidze et al., 2013). برای محاسبه تیتر باکتریوفاژها پس از روند خالص سازی (که جهت انجام مراحل بعدی مورد نیاز بود)، 12 میکروتیوب 5/1 میلیلیتری استریل انتخاب شدند و پس از تهیه رقتهای سریالی 10-10- 1-10 ، دو میکروتیوب هم به عنوان نمونه شاهد منفی و مثبت در نظر گرفته شدند. میکروتیوبهای شاهد منفی و مثبت به ترتیب حاوی آب مقطر استریل خالص و دیگری شامل نمونه فاژی بود. پس از انجام روش آگار دولایه با استفاده از رقتهای سریالی تهیه شده، پلیتها به مدت 24-18 ساعت به گرمخانه 37 درجه سلسیوس انتقال داده شدند. تعداد فاژها بر اساس شمارش پلاکهای موجود در سطح پلیتهای تلقیح شده با باکتری میزبان مشخص گردید و تیتر فاژی تعیین شد Majdani., 2016)).   بعد از فیلتراسیون سوسپانسیون فاژی، با استفاده از رسوب پلی اتیلن گلیکول تحت روند تغلیظ و تخلیص بیشتر قرار گرفت. به این منظور مخلوط 7/5 ml 20% PEG 8000, 2/5 M NaCl به سوسپانسیون فاژی اضافه شد و به مدت یک شبانه روز در دمای 4 درجه سلسیوس قرار گرفت و سپس به مدت 5 دقیقه در دور × g 4000سانتریفوژ شد. در نهایت فاژهای به دست آمده در بافر SM ( 50 mmol/L Tris-HCl, pH: 7.5; 0.1 mol/L NaCl; 8 mmol/L MgSO4) همراه با ژلاتین 01/0% با (pH: 7.2) و در دمای 4 درجه سلسیوس ذخیره گردید(Ahmadpour et al., 2016).

تعیین طیف میزبانی فاژ PKpMa1/19
در تعیین طیف میزبانی، اثر لیزکنندگی فاژ جداسازی شده علیه 20 جدایه کلبسیلا پنومونیه مورد ارزیابی قرار گرفت. سنجش طیف میزبانی باکتریوفاژ PKpMa1/19 با استفاده از روش نقطهای انجام شد. سویههای مورد نظر بر روی پلیتهای نوترینت آگار کشت داده شدند. سپس 10 میکرولیتر از محلول فاژی جدا شده (1010 پلاک در هر میلیلیتر) به صورت نقطهای به سطح پلیتهای کشت حاوی جدایههای بالینی کلبسیلا پنومونیه اضافه شد. پلیتها به مدت 24 ساعت در دمای 37 گرمخانهگذاری شدند. وجود یا عدم وجود پلاک ناشی از لیزشدگی باکتریها توسط فاژ در سطح پلیتها مورد ارزیابی قرار گرفت.  تعداد پلاکها بر حسب PFU/ml گزارش گردید (Komijani et al., 2017).

[bookmark: _Hlk39322142]بررسی خصوصیات مورفولوژیک فاژ PKpMa1/19 با استفاده از میکروسکوپ الکترونی گذاره
به منظور بررسی مورفولوژیک فاژ PKpMa1/19، تصویربرداری الکترونی با میکروسکوپ الکترونی گذاره (Transmission Electron Microscopy) ((TEM انجام شد. ابتدا باکتریوفاژ جداسازی شده با تیتر فاژی مناسب انتخاب شد و به مدت 10 دقیقه سانتریفیوژ شد و از فیلتر 45/0 میکرومتر عبور داده شد. باکتریوفاژ مورد نظر به وسیله رنگ اورانیل استات (نمک اورانیوم) 2 درصد وزنی/ حجمی به صورت رنگآمیزی منفی، رنگ شد و یک قطره از نمونه فاژی روی گرید مسی ثابت گردید. سپس اضافه رنگ نمونه به وسیله کاغذ فیلتر جذب و نمونه فاژی کاملا خشک گردید. پس از رنگآمیزی باکتریوفاژ، مورفولوژی آن با میکروسکوپ الکترونی TEM مدل (Leo906, Germany) با ولتاژ 100 کیلوولت مورد بررسی قرار گرفت و تصاویر گرفته شده با فاژهای استاندارد شناسایی شده قبلی موجود در منابع معتبر به منظور تشخیص خانواده آنها مطابقت داده شد (Yu YP et al., 2013).

محاسبه میزان بهینه عفونتزایی فاژ PKpMa1/19
منظور از تعدد عفونت (MOI) (Multiplicity Of Infection)، نسبت ذرات فاژ (PFU) به ذرات سلول میزبان (CFU) میباشد. از کشت 24 ساعته باکتری کلبسیلا پنومونیه در محیط تازه برین هارت اینفوزیون براث نسبت 1 به 100 تهیه شد و تا رسیدن باکتری به فاز رشد لگاریتمی (4/0OD600=) با تکان دادن متناوب در دمای 37 درجه سلسیوس گرمخانهگذاری شد. سپس رقت 1/0 تهیه گردید و با محلولهای فاژی دارای MOI های مختلف مخلوط گردید.  نمونه به مدت 5/3 ساعت در 37 درجه سلسیوس قرار گرفت و در مرحله بعد به مدت 20 دقیقه با دور× g 5000 و در دمای 4 درجه سلسیوس سانتریفوژ شد. مایع رویی فیلتر گردید و بلافاصله تیتر فاژی با استفاده از روش آگار دولایه بررسی گردید. این آزمایش سه بار تکرار گردید.  در نهایت بعد از شمارش پلاکها در رقتهای مختلف و آگاهی از تعداد سلولهای باکتریایی در OD600، میزان بهینه عفونتزایی باکتریوفاژ مورد نظر مشخص گردید (Wang et al, 2016). 

تعیین منحنی رشد یک مرحلهای باکتریوفاژ  PKpMa1/19
آزمایشات رشد یک مرحلهای (One-Step Growth) با استفاده از روش Topka  و همکاران با کمی تغییر انجام شد.  باکتری کلبسیلا پنومونیه در محیط لوریا برتانی براث دارای آزید سدیم کشت داده شد و تا رسیدن به 2/0 OD600= گرمخانهگذاری شد. سپس، 10 میلیلیتر از محیط کشت فوق به مدت 10 دقیقه در × g4000 سانتریفیوژ شد. محلول رویی دور ریخته شد و به رسوب حاصله 1 میلیلیتر محیط تازه لوریا برتانی براث دارای آزیدسدیم اضافه شد. محلول فوق به مدت 5 دقیقه در دمای 37 درجه سلسیوس گرمخانهگذاری شد. سپس محلول فاژی با 01/0MOI= اضافه گردید. سوسپانسیون بدست آمده به مدت 10 دقیقه در 37 درجه سلسیوس ذرات فاژی آزاد با سه بار شستشو توسط محیط کشت لوریا برتانی دارای آزیدسدیم و سانتریفوژ با دور × g 4000 به مدت 10 دقیقه در 4 درجه سلسیوس حذف شدند. در مرحله بعد 25 میلی لیتر از سوسپانسیون با 25 میلی لیتر از محیط لوریابرتانی مخلوط شد ( زمان صفر) و در انکوباتور شیکردار 37 درجه سلسیوس قرار گرفت.  تعداد سلولهای باکتریایی آلوده شده با فاژ یک دقیقه بعد از عفونت اندازه گیری شد به این صورت که 5 میکرولیتر از نمونه کشت با 599/0 میلی لیتر از کشت باکتریایی مخلوط شده و روش آگار دولایه انجام شد. در ده دقیقه اول در فواصل زمانی یک دقیقه و سپس در فواصل زمانی 5/2 دقیقه ای نمونه برداری انجام شد. نمونه ها به صورت سریالی رقیق شد و تعیین تیتر شدند و سپس زمان نهفته و سایز انفجاری (بیشترین تعداد فاژ آزاد شده به ازای هرسلول باکتریایی ) فاژ مورد نظر محاسبه گردید (Topka et al, 2019). 

بررسی پایداری باکتریوفاژ PKpMa1/19 در برابر تغییرات دما، pH، کلروفرم و اشعه ماوراء بنفش
[bookmark: _Hlk39273617]سنجش پایداری حرارتی برای اندازهگیری مقاومت حرارتی فاژ PKpMa1/19 (1010 پلاک در هر میلیلیتر ) در دماهای 20_، 4، 22، 37، 50، 70 و 80 درجه سلسیوس، بین فواصل زمانی 1، 5 و 24 ساعت انجام شد. در این مرحله، 100 میکرو لیتر سوسپانسیون فاژی به 900 میکرولیتر بافر SM (کلرید سدیم (NaCl)gr/L 8/5 ، سولفات منیزیم (MgSO4)gr/L 2، تریس یک مولار (1 M Tris-HCl)ml/L 50 با 5/7pH=، ژلاتین 2 درصد (Gelatin) ml/L 5 با 7pH=، اضافه شد. میکروتیوبهای حاوی محلول فاژی در دماهای مختلف به مدت 24 ساعت گرمخانهگذاری شدند و بعد از 1و 5 و 24 ساعت نمونهگیری شدند. سپس، تعیین تیتر فاژی نمونههای به دست آمده در دماهای مختلف به روش آگار دولایه صورت گرفت (Manohar et al., 2019; Kusradze et al, 2016; Cao et al., 2015) مطالعات پایداری فاژ PKpMa1/19 در برابر تغییرات pH نیز با استفاده از محلول بافر SM انجام شد. بافر SM در pH های مختلف (1،2،4،6،8،10،12،13) تنظیم شد. سپس 900 میکرولیتر بافر SM با pH های تنظیم شده و 100 میکرولیتر محلول فاژی (1010پلاک در هر میلیلیتر) به داخل میکروتیوبهای استریل انتقال داده شدند و به مدت 24 ساعت انکوبه شدند و بعد از 1، 5 و 24 ساعت نمونهگیری شدند. تعیین عیار فاژی از نمونههای به دست آمده به وسیله روش آگار دولایه صورت گرفت (Drulis-Kawa et al., 2011). 
برای سنجش پایداری فاژ PKpMa1/19 به تیمار کلروفرم، حجم مساوی از باکتریوفاژ جدا شده (1010 پلاک در هر میلیلیتر) با کلروفرم مخلوط شد و به مدت 24 ساعت گرمخانهگذاری گردید. از محلول فوق بعد از 24 ساعت نمونهگیری شد و تیتراسیون فاژی از نمونهها به روش آگار دولایه انجام شد (Kusradze et al, 2016). 
برای سنجش پایداری فاژ PKpMa1/19 در برابر اثرات ناشی از اشعه ماوراء بنفش، 1 میلیلیتر از محلول فاژی (1010 پلاک در هر میلیلیتر) به ظرف پتریدیش استریل اضافه شد و به مدت 30 دقیقه با لامپ ماوراء بنفش با طول موج 254 نانومتر به فاصله 6/0 متر تحت تابش قرار گرفت. سپس در زمانهای 0، 15و 30 دقیقه نمونهگیری شد و تیتر فاژی در نمونههای حاصل به روش آگار دولایه تعیین گردید (Ramirez et al., 2018).
تعیین طیف میزبانی باکتریوفاژ PKpMa1/19 علیه جدایههای بالینی متعلق به جنسهای دیگر باکتریایی
در بررسی طیف میزبانی باکتریوفاژ جداسازی شده، علاوه بر این که تعیین طیف میزبانی علیه جدایههای کلبسیلا پنومونیه بالینی ارزیابی گردید، اثر ضد باکتریایی باکتریوفاژ PKpMa1/19 علیه جدایههای بالینی متعلق به جنسهای دیگر شامل 12 جدایه اشریشیاکلی، 20 جدایه سودوموناس آئروژینوزا و 20 جدایه استافیلوکوکوس اورئوس نیز با روش نقطهای (که در قسمت‌های قبلی توضیح داده شد) بررسی شد. سپس تشکیل یا عدم تشکیل پلاک بر روی پلیتها ارزیابی گردید (Komijani et al., 2017). همچنین برای تایید نتایج از روش آگار دولایه نیز استفاده گردید.
   نتایج 
جداسازی و تیتراسیون فاژ جدا شده 
در طی این مطالعه، پس از نمونه گیریهای مکرر از منابع مختلف آبی، باکتریوفاژ اختصاصی علیه کلبسیلا پنومونیه PTCC 1290  از نمونه حاصل از تصفیه خانه فاضلاب شهر مراغه قبل از مرحله کلرزنی با موفقیت جداسازی گردید ((PKpMa1/19. قطر پلاکهای مشاهده شده 3-2 میلیمتراندازه گیری شد. شکل پلاکهای ایجاد شده در شکل 1 قابل مشاهده میباشد. تعداد فاژهای موجود در نمونه آبی اخذ شده پس از خالص سازی نیز بر حسب تعداد واحد تشکیلدهنده پلاک در هر میلیلیتر محاسبه و حدود 1010 پلاک در هر میلی لیتر سوسپانسیون فاژی تخمین زده شد.
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شکل 1- پلاکهای تشکیل شده باکتریوفاژ لیتیک PKpMa1/19 بر سطح پلیت آگار دو لایه
Figure 1. Plaques formed in double-layer agar plates phage lytic PKpMa1/19


[bookmark: _Hlk50142906]تعیین طیف میزبانی فاژ PKpMa1/19
    به منظور بررسی طیف میزبانی، باکتریوفاژ PKpMa1/19 علیه 20 جدایه کلبسیلا پنومونیه تاثیر داده شد که فاژ مذکور از بین 20 جدایه کلبسیلا پنومونیه، اثر لیزکنندگی بر روی یک جدایه را نشان داد (5 درصد جدایه های کلبسیلا پنومونیه). 
[bookmark: _Hlk50143117]بررسی خصوصیات مورفولوژیکی و شناسایی خانواده احتمالی فاژ PKpMa1/19 
خصوصیات شکلی و تعیین خانواده باکتریوفاژ PKpMa1/19 با استفاده از میکروسکوپ الکترونی گذاره مورد بررسی قرار گرفت. تصاویر بدست آمده نشان دادند که باکتریوفاژ PKpMa1/19 دارای یک سر یا کپسید کروی با اندازهای حدود80-25 نانومتر و از نوع بدون دم بود. این ویژگیها نشان دادند که شکل باکتریوفاژ PKpMa1/19 تا حد زیادی با خصوصیات مورفولوژیک باکتریوفاژهای خانواده تکتیویریده مطابقت داشت (شکل 2).
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شکل 2- تصویر میکروسکوپ الکترونی (TEM) باکتریوفاژ لیتیک PKpMA1/19 
Figure.2 Electron micrograph of lytic phage PKpMA1/19

میزان بهینه عفونتزایی  فاژ PKpMa1/19 و ارزیابی رشد یک مرحلهای فاژ
          نتایج نشان داد که میزان بهینه عفونتزایی فاژ جداشده که بالاترین تیتر به دست آمده برای سوسپانسیون فاژی بود، 01/0 بود که بر اساس آن رشد یک مرحله ای فاژ مورد بررسی قرار گرفت و میزان دوره نهفته (مدت زمان مورد نیاز به منظور جذب فاژ به سطح سلول میزبان) 20 دقیقه و سایز انفجاری (میانگین تعداد فاژهای آلودهکننده هر باکتری در طی عفونتزایی) فاژ PKpMa1/19 که در بازه زمانی 60-50 دقیقه صورت گرفت، PFU 311 به ازای هر سلول عفونی ثبت گردید (شکل 3).  

شکل 3- آزمایش رشد یک مرحلهای (One step growth) فاژ لیتیک PKpMa1/19
Figure 3. Single-step growth experiment phage lytic PKpMA1/19

پایداری فاژ PKpMa1/19 در برابر تغییرات دما
[bookmark: _Hlk50143769]در این مطالعه، جهت بررسی پایداری حرارتی، فاژ PKpMa1/19 در دماهای مختلف (20،4،22،37،50،70-) قرار گرفت. باکتریوفاژ PKpMa1/19 در بین محدوده دمایی 20- تا 37 درجه سلسیوس دارای فعالیت لیتیک مناسبی علیه باکتری کلبسیلا پنومونیه PTCC 1290 بوده و پایداری خود را به خوبی حفظ کرد ولی با افزایش دما، فعالیت لیتیک باکتریوفاژ مورد نظر کاهش یافت به طوری که در دمای 70 درجه سلسیوس فعالیت لیتیک فاژ به صفر رسید و فاژ PKpMa1/19 به طور کامل غیرفعال گردید (شکل 4).
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شکل 4- پایداری فاژ PKpMa1/19 با تیمار آن در دماهای مختلف به مدت 60 دقیقه
Figure 4. Phage PKpMa1/19 stability by treating it at different temperature for 60 min


پایداری فاژ PKpMa1/19 در برابر تغییرات pH
[bookmark: _Hlk50144052]فاژ PKpMa1/19 در معرض pH های 1،2،4،6،8،10،12،13 قرار داده شد و اثرات این pH ها بر عملکرد فاژ، مورد بررسی قرار گرفت. فاژ PKpMa1/19 در pH بین 4 تا 10 دارای فعالیت لیتیک مناسب علیه باکتری کلبسیلا پنومونیه PTCC 1290 بود ولی با بالا رفتن pH و در شرایط بسیار قلیایی، فعالیت فاژ در 12pH= به طور قابل توجهی کاهش یافته به طوری که فعالیت فاژی در 13pH= به صفر رسیده و باکتریوفاژ PKpMa1/19 به طور کامل فعالیت خود را از دست داد (شکل 5).
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شکل 5- پایداری فاژ PKpMa1/19 با تیمار آن در مقادیر متغیر pH در دمای 37 درجه سلسیوس
Figure 5. Phage PKpMa1/19 stability by treating it at variable pH values at 37 °C.

تعیین پایداری فاژ PKpMa1/19 در برابر اثرات اشعه ماوراء بنفش
[bookmark: _Hlk50144286]فاژ PKpMa1/19 در معرض اثرات اشعه ماوراء بنفش در زمانهای 15 و 30 دقیقه قرار گرفت و اثرات ناشی از آن بر عملکرد فاژ، بررسی شد. فعالیت لیتیک فاژ PKpMa1/19 در زمان 15 دقیقه بعد از قرارگیری در معرض اشعه ماوراء بنفش به صفر رسید و به طور کامل غیرفعال شد.

[bookmark: _Hlk50144383]تعیین پایداری فاژ PKpMa1/19 در برابر اثرات کلروفرم
پایداری باکتریوفاژ PKpMa1/19 با تیمار کلروفرم نیز مورد بررسی قرار گرفت و اثرات ناشی از تیمار کلروفرم بر عملکرد فاژ، نشان داد که باکتریوفاژ PKpMa1/19 به کلروفرم حساس نبوده و پایداری خود را حفظ کرد.
[bookmark: _Hlk50144590]
تعیین طیف میزبانی باکتریوفاژ PKpMa1/19 علیه جدایههای بالینی متعلق به جنسهای دیگر باکتریایی
در این مطالعه، اثر ضد باکتریایی باکتریوفاژ PKpMa1/19 علیه 52 جدایه بالینی دیگر (12 جدایه اشریشیاکلی، 20 جدایه سودوموناس آئرژینوزا و 20 جدایه استافیلوکوکوس اورئوس) بررسی شد. توانایی ایجاد منطقه لیتیک توسط باکتریوفاژ فوق با استفاده از روش نقطهای صورت گرفت. فاژ PKpMa1/19 از بین 52 جدایه مختلف باکتریایی روی 28 مورد از آنها (84/53 درصد جدایه ها) اثر لیتیک داشت که این جدایه های لیز شده شامل 2 جدایه از اشریشیاکلی (66/16درصد جدایه های اشریشیاکلی)، 10 جدایه از سودوموناس آئروژینوزا (50 درصد جدایه های سودوموناس آئروژینوزا) و 16 جدایه از استافیلوکوکوس اورئوس ( 80 درصد جدایه های استافیلوکوکوس اورئوس) بود.

بحث و نتیجهگیری
کلبسیلا پنومونیه به عنوان یکی از عوامل مهم مسبب عفونتهای بیمارستانی، همواره به عنوان یک تهدید جدی در زمینه سلامت بشری مطرح بوده است (Okada et al., 2010). در عفونتهای ناشی از کلبسیلا پنومونیه با وجود پیشرفتهای حاصل در درمانهای ضدمیکروبی، عوارض جانبی و مرگ و میر بالا بوده و در برخی موارد حتی خارج از کنترل میباشد. علاوه بر این، ظهور مقاومتهای دارویی چندگانه این وضعیت را وخیمتر میکند Ambretti et al., 2010) (Zhu et al., 2013;. این مسئله اهمیت مقابله با عفونتهای بیمارستانی ناشی از باکتریهای با مقاومت آنتیبیوتیکی بالا را کاملا روشن میکند. در این میان فاژدرمانی به عنوان یک رهیافت طبیعی بیولوژیک، جهت مقابله با عفونتهای باکتریایی مقاوم به آنتیبیوتیک مورد توجه زیادی قرار گرفته است و تعداد گزارشاتی که حاکی از درمان موفقیت آمیز عفونتهای تهدیدکننده جان انسانها می باشد در حال افزایش است MacCllin et al., 2019) (Sybesma et al., 2018;. این امر میتواند در مبارزه با سویههای باکتریایی دارای مقاومت آنتیبیوتیکی بالا در پزشکی و دامپزشکی راهگشا باشد. بسیاری از فاژها برای گیرندههای سطحی سلول میزبان خود اختصاصی میباشند Piracha  et al., 2014) (Jamal et al., 2015;. در این میان برخی از فاژها نیز طیف میزبانی گسترده تری دارند که بررسی دقیق خصوصیات باکتریوفاژها بخصوص در مورد استفاده درمانی از آنها دارای اهمیت بالایی می باشد. با توجه به توسعه مطالعات فاژی، در برخی مناطق دنیا از جمله در یک مرکز فاژدرمانی در گرجستان، استفاده کاربردی از فاژها به عنوان یک رهیافت قابل توجه در پیشگیری از عفونتهای مختلف باکتریایی مورد بررسی قرار دارد (Kutter & Sulakvelidze., 2004). لذا در این مطالعه جداسازی باکتریوفاژ لیتیک علیه سویه استاندارد کلبسیلا پنومونیه به عنوان سویه مرجع انجام گرفت و خصوصیات فاژ جداسازی شده بررسی گردیده و طیف میزبانی باکتریوفاژ مورد نظر علیه جدایههای بالینی کلبسیلا پنومونیه و همچنین باکتریهای دیگر حاصل از عفونتهای بالینی بیمارستانی مورد ارزیابی قرار گرفت. 
[bookmark: _Hlk50142690]در این زمینه جداسازی باکتریوفاژ اختصاصی علیه سویه بیمارستانی کلبسیلا پنومونیه جهت استفادههای درمانی توسط کوماری (Kumari) و همکاران در آلمان صورت گرفته است که نتایج این مطالعه، حاکی از جداسازی پنج باکتریوفاژ اختصاصی متعلق به خانواده پودوویریده بود که کارایی بالایی در حذف باکتری مورد نظر نشان داده و پتانسیل استفاده در فاژ درمانی را داشتند (Kumari et al., 2010). در مطالعه ما با وجود اینکه جداسازی فاژ علیه سویه مرجع با موفقیت انجام گرفت و باکتریوفاژ خصوصیات ضدباکتریایی مناسبی را علیه سویه مرجع مورد استفاده نشان داد اما طیف میزبانی فاژ جداشده علیه جدایه‌های بالینی کلبسیلا پنومونیه پایین بود. بر اساس موفولوژی و اندازه ذرات فاژی، این فاژ با احتمال زیاد متعلق به خانواده تکتی ویریده بود و مدت زمان دوره نهفته فاژ حدود 20 دقیقه بوده و سایز انفجاری آن 311 پلاک در هر سلول عفونی تعیین گردید. این فاژ بر اساس خصوصیات زیستی خود قادر به حفظ فعالیت لیتیک خود در دمای بین 20- و 37 درجه سلسیوس بود و در 70 درجه فعالیت آن به صفر رسید. بهینه pH ماندگاری فاژ حدود 8pH= بود و در بازه pH بین 4-10 دارای فعالیت لیتیک بود. در برابر تاثیر اشعه ماوراء بنفش در 15 دقیقه ماندگاری خود را از دست داده و حساسیتی به کلروفورم از خود نشان نداد. طیف میزبانی فاژ PKpMa1/19 علیه جدایههای بالینی کلبسیلا پنومونیه محدود بود در حالی که اثرات کشندگی بیشتری علیه جدایههای بالینی جنسهای دیگر باکتریایی (اشریشیاکلی، سودوموناس آئروژینوزا و استافیلوکوکوس آرئوس) نشان داد. 
[bookmark: _Hlk39876512][bookmark: _Hlk50143550][bookmark: _Hlk50143592]درولیسکاوا (Drulis-Kawa) و همکارانش پس از جداسازی فاژ اختصاصی KP34 علیه یک سویه بیمارستانی کلبسیلا پنومونیه از فاضلاب خصوصیات زیستی آن فاژ و نیز طیف میزبانی آن را مورد بررسی قرار دادند که فاژ جداشده دارای یک سر با اندازه حدود 63×57 نانومتر و یک دم کوتاه به طول 15 نانومتر بوده و متعلق به خانواده پودوویریده بود. بیش از 99 درصد ذرات فاژی پس از پنج دقیقه جذب باکتری اختصاصی خود شدند. بررسی منحنی رشد یک مرحله‌ای این فاژ نیز بیانگر دوره نهفته حدود 15 دقیقه بود و سایز انفجاری آن نیز 50-40 فاژ به ازای هرسلول باکتریایی عفونی برآورد گردید. طیف میزبانی باکتریوفاژ KP34 علیه یک مجموعه بزرگ متشکل از 322 باکتری شامل 101 باکتری از تحت گونههای مختلف کلبسیلا پنومونیه شامل زیر گونه پنومونیه، زیرگونه اوزانی، زیرگونه رینواسکلروماتیس،70 باکتری کلبسیلا اکسی توکا، 55 باکتری از جنس انترو باکتر، 100 باکتری اشریشیاکلی مورد سنجش قرار گرفت که نتایج نشان داد که باکتریوفاژ فوق تنها روی 6/41 درصد از سویههای کلبسیلا پنومونیه تحت گونه پنومونیه اثر لیزکنندگی داشت و سایر باکتریهای مورداستفاده حتی کلبسیلا اکسی توکا و زیرگونههای دیگر کلبسیلا پنومونیه نسبت به این فاژ مقاوم بودند که از نظر میزان بالای مقاومت باکتریهای جنس کلبسیلا به باکتریوفاژ جداسازی شده با نتایج مطالعه ما همخوانی داشت (Drulis-Kawa et al., 2011). مانوهر (Manohar) و همکاران نیز  یک فاژ اختصاصی باکتری کلبسیلا پنومونیه را جهت استفاده در فاژدرمانی جداسازی نمودند که دارای اثر کشندگی روی باکتریهای متعلق به چهار سروتیپ متفاوت کلبسیلا پنومونیه بود که فاژ را myPSH1235 نامیدند که دارای سر چندوجهی با اندازه 5/4±80 نانومتر و دم غیر انقباضی بسیار کوتاه و متعلق به خانواده پودوویریده بود. بر طبق نتایج به دست آمده از نمودار رشد یک مرحلهای این فاژ، دوره نهفته و سایز انفجاری myPSH1235 جدا شده علیه کلبسیلا پنومونیه به ترتیب 40 دقیقه و PFU 120 در هر سلول باکتریایی بود. این فاژ از نظر قدرت زنده مانی در دمای 55 درجه و پایین تر حتی تا 120 دقیقه ماندگاری خوبی (نزدیک 60 درصد) داشت و محدوده pH بین 4 تا 11 را به خوبی تحمل کرد و بهینه pH  برای فعالیت لیتیک آن حدود 7 بود (Manohar et al., 2019).
در یک مطالعه که توسط امیری فحلیانی (Amiri Fahliyani) علیه باکتری استاندارد کلبسیلا اکسی توکا ABG-IAUF-1 که از موارد شیرهای آلوده به عفونت ورم پستان گاوی در اصفهان جدا شده بود، چهار باکتریوفاژ اختصاصی جداسازی گردید و خصوصیات آنها مورد بررسی قرار گرفت. این باکتریوفاژها از نظر مورفولوژی و بر اساس اندازه متعلق به دو خانواده میوویریده و پودوویریده بودند. از نظر طیف میزبانی پس از انجام تست نقطهای روی برخی از سویههای استاندارد باکتریهای گرم مثبت و گرم منفی از جمله استافیلوکوکوس آرئوس، استرپتوکوکوس پیوژنز، اشریشیاکلی، انتروباکتر آئروژنز و کلبسیلا پنومونیه به جز یک مورد از فاژها که روی باکتری انتروباکتر آئروژنز اثر لیتیک نشان داد، هیچ کدام از فاژها اثر کشندگی روی هیچیک از سویههای استاندارد دیگر نداشتند. در مورد پایداری فاژها در برابر دما همگی چهار فاژ جداشده در دمای 37 درجه سلسیوس و 50 درجه سلسیوس به مدت دو ساعت فعال بودند و پس از قرارگیری در 70 درجه به مدت دو ساعت از بین رفتند. ضمنا فاژها از پنج pH مورد استفاده در مطالعه مذکور در pH  برابر با 7 و 9 فعال بوده ولی در pH های 2، 5 و 11 غیرفعال شدند (Amiri Fahliyani et al., 2018). 
باکتریوفاژ جداشده توسط جمال علیه سویههای دارای مقاومتهای چندگانه کلبسیلا پنومونیه دارای دوره نهفته 24 دقیقه و سایز انفجاری 320PFU  بود و با داشتن سر بیست وجهی به طول 14±92 نانومتر و عرض10±76 نانومتر و یک دم غیرانقباضی به طول 200±15 نانومتر و قطر دم 22- 14 نانومتر در خانواده سیفوویریده قرار گرفت. این فاژ توانایی بالایی در کاهش بیوفیلمهای ایجاد شده توسط باکتری تا میزان سه برابر را داشت .(Jamal et al, 2015)
در یک مطالعه که اخیراً در روسیه توسط زورابو (Zurabov) و همکاران انجام شده، چهار باکتریوفاژ لیتیک علیه چهار سویه متداول کلبسیلا پنومونیه جداسازی شدند و خصوصیات زیستی و میزان حساسیت آنها به عوامل محیطی دما و pH مورد بررسی قرار گرفت. از نظر مورفولوژی، این چهار فاژ متعلق به سه خانواده میوویریده، سیفوویریده و پودوویریده بودند. بر اساس نتایج به دست آمده از منحنی رشد یک مرحلهای، میزان جذب آنها پس از پنج دقیقه 79 درصد بود. سایز انفجاری آنها PFU  80-120 و دوره نهفته آنها 35-30 دقیقه ثبت گردید. از نظر پایداری در برابر دما هر چهار فاژ تا دمای 50 درجه پس از گذشت یک ساعت قدرت لیتیک خود را در حد بالایی حفظ نمودند و در pH بین 5 و 11 نیز میزان فعالیت خیلی خوبی را نشان دادند ولی در خارج از این محدوده فعالیت فاژها کاهش پیدا کرد. از نظر طیف میزبانی دو تا از فاژها علیه کمتر از 30 درصد سویههای استفاده شده فعالیت لیتیک داشتند و دو فاژ دیگر علیه 50 و 70 درصد سویهها کشندگی نشان دادند (Zurabov & Zhilenkov., 2021).
[bookmark: _Hlk39877099]در مطالعه دیگری در روسیه توسط مورزوا (Morozova) و همکاران، فاژی علیه باکتری کلبسیلا پنومونیه جداسازی شد که دارای پلاکهای شفاف با اندازه قطر 5/1-1 میلی‌متر بود. بر اساس سایز ذرات فاژی و سر چندوجهی با طول 50-55 نانومتر و طول دم کوتاه حدود 16 نانومتر به عنوان عضوی از خانواده پودوویریده شناخته شد که دوره نهفته آن 15 دقیقه و سایز انفجاری آن PFU 40  به ازای هر باکتری برآورد گردید. طیف میزبانی این باکتریوفاژ بسیار محدود بود طوری که پس از بررسی اثر آن روی 63 سویه از باکتری کلبسیلا پنومونیه فقط روی باکتری اختصاصی خود که بر علیه آن جداسازی گردیده بود، اثر لیتیک نشان داد که با نتایج ما در این زمینه کاملا تطابق داشت (Morozova et al., 2019).
[bookmark: _Hlk39877929]بهطور کلی، تاکنون اکثر فاژهای کشف شده در دنیا از نوع دمدار بلند یا کوتاه متعلق به خانوادههای پودوویریده، میوویریده و سیفوویریده بودهاند و درباره جداسازی و شناسایی فاژهای بدون دم اطلاعات کمی در دسترس است. هرچند از اعضای این خانواده ویروسی باکتریوفاژهایی علیه سایر باکتریها از جمله اشریشیاکلی در مطالعات پیشین جداسازی گردیده است (Faraji et al., 2019 (Chai et al., 2016;، منبع علمی معتبر جهت جداسازی باکتریوفاژ لیتیک متعلق به خانواده تکتی ویریده علیه سویههای کلبسیلا یافت نگردید که با توجه به خصوصیات شکلی فاژ جداشده در این مطالعه، این فاژ شباهت بالایی به فاژهای خانواده تکتی ویریده داشت. البته جهت اظهار نظر دقیقتر نیاز به مطالعات ژنتیکی میباشد که به دلیل عدم وجود امکانات لازم و هزینه بسیار بالا در این مطالعه امکان انجام بررسیهای ژنتیکی نبود. از جمله مطالعات فاژی دیگر که فاژ جداشده متعلق به خانواده تکتی ویریده بود، می توان به مطالعه چی (Chai) و همکاران اشاره نمود که فاژ φHN161 را از منابع آبی و فاضلاب جداسازی کردند که این فاژ توانایی بالقوهای در از بین بردن باکتری اشرشیاکلی 161 Oداشت و از لحاظ مورفولوژی فاقد دم و دارای کپسید کروی بود که به خانواده تکتیویریده تعلق داشت (Chai et al., 2016). فرجی کفشگری (Faraji Kafshgari) و همکاران نیز، فاژ لیتیک اختصاصی موثر بر اشریشیاکلی را از فاضلاب جداسازی کردند که کارایی بالقوهای در کنترل اشریشیاکلی در گوشت مرغ داشت و اثر ضد میکروبی آن از طریق ایجاد پلاک بررسی شد. فاژ جداشده دارای سر یا کپسید کروی و بدون دم بود که متعلق به خانواده تکتیویریده بود. این فاژ در کاهش آلودگی باکتریایی ناشی از اشریشیاکلی در گوشت مرغ موثر بود (Faraji et al., 2019). فاژ جداشده در پژوهش حاضر نیز از نظر مورفولوژی ارتباط بسیار نزدیکی با فاژ کشف شده توسط این محققان داشت و با احتمال بالا عضوی از خانواده تکتیویریده میباشد. 
[bookmark: _Hlk50143873]دما عامل مهمی است که بر پایداری باکتریوفاژ تاثیر میگذارد. در دماي كمتر از حد مجاز، مقدار كمتری از باکتریوفاژ ميتواند ماده ژنتيكي خود را به داخل سلول ميزبان وارد كند، از اين رو باکتریوفاژهاي كمتري ميتوانند در تكثير فاژ شركت كنند) Olson et al, 2004). علاوه بر این، درجه حرارت، قابلیت زیستن، زمان وقوع و دمای ذخیرهسازی باکتریوفاژ را تنظیم میکند. همچنین فاژهایی که در دمای بالا نگهداری می شوند، زمان نهفته بیشتری دارند. برخی فاژها می توانند در دماهای بالا بین 40 تا 90 درجه سلسیوس هم زنده بمانند  ( Ranveer et al, 2024).  در یک مطالعه فاژ HS106 که علیه کلبسیلا جداسازی شده بود، غلظت فاژی 109 در دمای 4 درجه تا 50 درجه سلسیوس پایدار بود و در 60 درجه بعد از یکساعت غلظت فاژی به 107 و در 70 درجه سلسیوس 103رسید و در 80 درجه فاژها از بین رفتند. در زمینه پایداری فاژ مذکور در برابر اسیدیته محیط، کاهش قابل توجهی در غلظت اولیه فاژی در pH بین 4 تا 11 مشاهده نشد در حالی که در pH برابر با 3 غلظت فاژی به 103 رسید و در pH های2، 12 و 13 فعالیت فاژی به صفر رسید. در کل این فاژ تحمل بالایی در برابر دما و اسیدیته نشان داد (Chen et al, 2023). دو فاژ F13 و F14 جداشده علیه کلبسیلا ( با غلظت اولیه 108) در دماهای 80-، 20-، 4 و 21 درجه سلسیوس پس از هفت روز همچنان پایدار بودند ولی بعد از هفت روز در 37 درجه سلسیوس کاهش قابل توجهی در غلظت فاژی مشاهده شد و بیشترین کاهش تعداد فاژ پس از 24 ساعت در دمای 60 درجه سلسیوس در مورد هر دو فاژ مشاهده گردید. هردو فاژ اخیر در pH های 5/4، 4/7 و 8 ماندگاری داشتند ولی پس از قرارگیری به مدت یک ساعت در pH برابر با یک فعالیت آنها به صفر رسید (Senhaji-Kucha et al, 2024).
فاژ دیگری با نام vB_KpnP_23 با غلظت 109 به مدت یکساعت در دماهای مختلف بین 4 تا 80- درجه قرار گرفت که در دماهای بین 80- تا 50 درجه ماندگاری خوبی مشاهده شد و در دماهای بالاتر از 50 درجه کاهش مشخصی در عیار فاژها دیده شد و در دمای 70 درجه فعالیت فاژی به صفر رسید. همچنین در pH های بین 4 تا 11 کاهشی در غلظت محلول فاژی مشخص نشد و در pH های 2 و 12 فاژها کاملا غیرفعال شدند. نتایج این مطالعه سازگاری بالای این فاژ با شرایط محیطی را نشان داد (Wang et al, 2025). در یک بررسی دیگر در زمینه میزان پایداری شش فاژ جداسازی شده علیه باکتریهای کلبسیلا پنومونیه هر شش فاژ با غلظت اولیه 107 تحت pH ها و دماهای مختلف قرار گرفتند و همه فاژها پایداری خوبی بین 20- و 50 درجه سلسیوس داشتند و دمای بهینه برای ماندگاری فاژی 4 درجه سانتی گراد بود و در 90 درجه فاژها کاملا فعالیت خود را از دست داد. این فاژها در اسیدیته بین 4 و 9 همگی پایدار بودند و بهینه pH برای ماندگاری آنها 7 بود. کاهش عیار باکتریوفاژی در pH های پایین تر از 4 و بالاتر از 9 مشاهده گردید و نهایتا در اسیدیته 2 و 12 فعالیت فاژی به صفر رسید (Abusalah et al, 2025).
[bookmark: _Hlk50144112][bookmark: _Hlk50144329] حدود 75% فاژها بعد از انکوباسیون روی یخ ماندگاری بالایی دارند و حدود 70% فاژها در دمای 105 درجه سلسیوس تجزیه می شوند. در کل ماندگاری فاژها در دماهای بالاتر بهتر از باکتریها می باشد مثلا پایداری کلی فاژهایی که می توانند باکتروئیدس فراژیلیس را آلوده کنند، بالاست.  فاژ CP-51 که علیه باسیلوس سرئوس جداسازی شده است به دمای پایین حساس بوده و در دمای اتاق پایدار می باشد در حالیکه در اغلب موارد نگهداری فاژ در این دما ممکن نیست. فاژهای دم دار جهت نگهداری مقاومتر بوده و طول عمر بیشتری دارند. برخی فاژها مانند T4، T5 و T7 پس از 10 سال در دمای4 درجه سلسیوس پایدار بودند. فاژها نسبتا مقاومت بالایی در برابر فریز و ذوب دارند ولی اگر این عمل زیاد تکرار شود می تواند تاثیر منفی در ماندگاری فاژ داشته باشد. گفته می شود برای حفظ فعالیت فاژها به مدت طولانی، دما را باید زیر 80- درجه سلسیوس نگه داشت. در یک تحقیق زنده مانی فاژها بعد از 48 ساعت در بافر SM در 42 درجه سلسیوس به صفر رسیید و هیچ فاژی بیش از 120 روز در 37 درجه سلسیوس پایدار نمی ماند. در یک مطالعه نیز نتوانستند فاژها را در 20- درجه سلسیوس ذخیره سازی کنند چون به دلیل ایجاد کریستالهای یخ فاژها از بین رفتند (Ranveer et al, 2024). کیاسی (Ciacci) و همکاران اثرات دماهای مختلف بر عملکرد باکتریوفاژ vB_Kpn_F48 را ارزیابی کردند که نتایج، حاکی از حفظ عملکرد لیتیک باکتریوفاژ در دمای بین 60-25 درجه سانتیگراد و از بین رفتن کامل اثر ضد باکتریایی آنها در دمای 70 درجه سانتیگراد بود. کیاسی و همکاران اثرات pH های مختلف بر عملکرد باکتریوفاژ vB_Kpn_F48 را ارزیابی کردند. نتایج نشان داد که باکتریوفاژ فعالیت لیتیک خود را در pH های مختلف بین 8-4 حفظ کرد، ولی عملکرد لیتیک باکتریوفاژ، کاهش تقریبا 40 درصدی را در 2pH= و 3pH= نشان داد. همچنین کاهش آلودگی فاژ در 9pH= به میزان 25 درصد و در 10pH= به میزان 45 درصد مشاهده گردید (Ciacci et al., 2018)  مطالعات انجام شده دیگری نیز نشاندهنده کاهش توانایی فاژ لیتیک پس از قرار گرفتن در معرض دمای بالا بود که با نتایج حاصل از مطالعه ما مطابقت داشت Chandra et al., 2011) (Basdew.& Laing, 2014;. به‌طور کلی، فاژها به محیط اسیدی و قلیایی حساس بوده و در این شرایط امکان آلودگی باکتریهای بیماریزا توسط آنها نیز کاهش مییابد (Jonczyk et al., 2011). حضور باکتریوفاژها در محیطهای دارای غلظت بالای باکتریهای اسیدلاکتیک مشخص شده است و حتی در یک تانک تخمیری با pH حدود 5/3 بعد از 100 روز توانستند ماندگاری 24 باکتریوفاژ را نشان دهند. در یک بررسی، پایداری فاژ T7 بسته به دمای محیط بینpH برابر با 3 تا 11 گزارش گردید. در کل pH بهینه پایداری فاژ برای نگهداری طولانی مدت بین 6 تا 8 بود. فاژ T7 در pH برابر با 7 بسیار فعال بوده و بیشترین فعالیت را در بافرهای فسفات نشان داد که با نگهداری در این pH فقط 20% فعالیت خود را از دست داد در حالی که در pH=4 ناپایدار بوده و عفونتزایی خود را بعد از 96 ساعت در بافرهای سیترات و سیترات-فسفات از دست داده و در pH برابر با 3 فعالیتش از بین رفت در حالی که فاژهای T7 حداقل 30% فعالیت خود را در شرایط قلیایی با pH=9 دارند و عفونتزایی خود را به مدت 15 روز در این شرایط حفظ می کنند. اغلب فاژها در pH بین 5 تا 9 پایدارند و بهینه pH موردنیاز برای ماندگاری آنها 6-5 می باشد. فاژها در pH 3 و 4 رسوب می کنند و این رسوب غیرقابل برگشت می تواند عامل محدودکننده در فعالیت فاژ باشد. کاهش فعالیت به میزان محدود در pH برابر با 7  هم دیده شده است. فاژ PM2 به pH پایین حساس بوده و تمام فعالیت خود را در pH=5 از دست می دهد در حالی که فاژ M13 در pH برابر با  2 نیز پایدار می باشد (Ranveer et al, 2024). در حالت کلی با وجود تغییرات pH فعالیت فاژی در دماهای پایین می تواند تا حد زیادی حفظ گردد حتی غیرفعال شدن یک فاژ جداشده از ادراردر دمای 20 درجه سانتیگراد پنج برابر بیشتر از دمای 5 درجه سانتی گراد در بافر PBS بود که این کاهش تیتر فاژی می تواند به دلیل تبدیل اوره به آمونیاک باشد که می تواند ویروسها را غیرفعال کند. همچنین محققین متوجه شدند که رقیق شدن ادرار و کاهش دمای انکوباسیون میزان پایداری سه فاژ موردنظر در این مطالعه را افزایش داد (Vinner et al, 2017). برخی از فاژها هم  مانند فاژT4  ماندگاری بالایی را در نمونه های ادراری تا حتی چهارهفته نشان دادند ((Vinner et al, 2019که در مطالعه ما فاژ PKpMA1/19 فعالیت کشندگی بالای خود را در pH بین 9- 7 حفظ نمود. 
[bookmark: _Hlk50144682]در مطالعات قبلی تابش اشعه ماوراء بنفش باعث غیرفعال شدن فاژها شد (Born et al., 2015). همچنین در آزمایشات دیگر نیز کاهش مشهود غلظت باکتریوفاژهای قرار گرفته در معرض اشعه ماوراء بنفش و غیرفعال شدن کامل آنها بعد از 30 دقیقه مشخص گردیده است (Allué-Guardia et al., 2012). اشعه ماورابنفش در واقع با تولید مستقیم رادیکالهای آزاد و آسیب به ژنوم ویروسی سبب کاهش عفونتزایی ویروس می گردد یا با تولید رادیکالهای آزاد هیدروکسیل پلیمرازهای ویروسی را غیرفعال می کند. در یک بررسی، فاژ با غلظت 108 در معرض اشعه UV قرار گرفت و در فواصل پنج دقیقه ای فعالیت آنها  مورد ارزیابی قرار گرفت که پس از 30 دقیقه تمام فاژها غیرفعال شدند. در مطالعهای توسط رامیرز (Ramirez) و همکاران پس از بررسی تاثیر تابش اشعه ماوراء بنفش بر روی کوکتلهای فاژی، نتایج نشان داد که پایداری باکتریوفاژ پس از 15 دقیقه قرار گرفتن در معرض اشعه ماوراء بنفش به طور کامل به صفر رسید که با نتایج ما همخوانی داشت (Ramirez et al., 2018). کیوثرادز (Kusradze) و همکاران نیز اثر کلروفرم بر عملکرد باکتریوفاژ vB-GEC_Ab-M-G7 را ارزیابی کردند که نتایج حاکی از حفظ عملکرد لیتیک باکتریوفاژ پس از تیمار با کلروفرم بود (Kusradze et al, 2016). در مطالعه دیگری توسط کارومیدز (Karumidze) و همکاران نیز تاثیر کلروفرم بر شش باکتریوفاژ جدا شده علیه کلبسیلا پنومونیه و کلبسیلا اوکسیتوکا مورد ارزیابی قرار گرفت. نتایج نشان داد که هر شش باکتریوفاژ نسبت به کلروفرم غیر حساس بودند و توانسته بودند پس از 24 ساعت قرار گرفتن با تیمار کلروفرم، فعالیت لیتیکی خود را حفظ کنند (Karumidze et al., 2013) که با نتایج این تحقیق مطابقت داشت. کومیجانی (Komijani) و همکاران، اقدام به بررسی طیف میزبانی باکتریوفاژ vB-KpneM-Isf48 جدا شده علیه کلبسیلا پنومونیه کردند. آنها طیف میزبانی باکتریوفاژ vB-KpneM-Isf48 را علیه 41 سویه استاندارد گرم مثبت و گرم منفی بالینی با استفاده از روش نقطهای مورد بررسی قرار دادند. نتایج نشان داد که تنها سویه کلبسیلا پنومونیه ATCC 7880 علیه باکتریوفاژ فوق حساس بود (Komijani et al., 2017) که با نتایج مطالعه ما از نظر باریک بودن طیف میزبانی باکتریوفاژ جداسازی شده مطابقت داشت. 
پس از بیان موارد فوق، نکته ای در مورد مطالعه حاضر در مورد طیف میزبانی فاژ جداسازی شده قابل توجه می باشد. در زمینه طیف میزبانی باکتریوفاژها مطالعات مختلف حاکی از تنوع کاملا مشخص در گستردگی طیف میزبانی فاژهای جداسازی شده علیه باکتریهای مختلف می باشد که برخی از فاژها فقط علیه سویه باکتریایی میزبان خود اثر لیتیک داشته اند ولی در برخی مطالعات دیگر روی طیف مختلفی از سویه های باکتریایی و حتی سویه های جنسهای باکتریایی دیگر اثر کشندگی قوی نشان داده اند که در اغلب مطالعات پیشین اثر لیتیک فاژ جداشده روی جنسهای با قرابت بیشتر به جنس باکتری میزبان مورد بررسی قرار گرفته است. بخصوص در مطالعات اخیر بررسی فاژهای با طیف میزبانی وسیعتر به دلیل داشتن پتانسیل بیشتر برای استفاده درمانی علیه عفونتهای باکتریایی مورد توجه قرار گرفته اند از جمله این موارد می توان به مطالعه Azzam و همکاران اشاره نمود که فاژ جداسازی شده علیه سویه های مختلف اشریشیاکلی، سالمونلا انتریکا، سیتروباکترفروندی و شیگلا فلکسنری اثر لیزکنندگی قابل توجهی داشت (Azzam et al., 2025) و یا در مطالعه دیگری توسط حمدی (Hamdi) و همکاران دو فاژ جداسازی شده علیه باکتری شیگلا فلکسنری توانستند سویه های سالمونلا پاراتایفی، ایکولای O157H7 و شیگلا دیسانتریه را نیز لیز کنند ( Hamdi et al., 2017). در مطالعه ما فاژ جداسازی شده توانست جدایه های زیادی از استافیلوکوکوس اورئوس را نیز علاوه بر جدایه های باکتریهای گرم منفی مورداستفاده لیز نماید که این نتیجه در مطالعات دیگر در مورد طیف میزبانی باکتریوفاژها مشهود نبود. این امر می تواند به عنوان یک یافته جدید در این زمینه باشد چون پس از بررسی تعداد مختلفی از مطالعات قبلی، در اغلب موارد، اثر لیتیک فاژهای جداشده علیه باکتریهای گرم منفی، بر روی باکتریهای گرم مثبت مورد مطالعه قرار نگرفته است و مطالعات بسیار کمی انجام گرفته است در یک مطالعه که توسط امیری فحلیانی و همکاران انجام شده، فاژ جداسازی شده علیه کلبسیلا اکسی توکا روی یک سویه باکتریایی استافیلوکوکوس اورئوس و دو سویه باکتریایی استرپتوکوکوس پیوژنز و استرپتوکوکوس سالیواریوس اثر لیتیک نداشته است  (Amiri Fahliyani et al., 2018). 
 تنوع در نوع کپسول و لیپوپلی ساکارید باکتریایی سبب طیف میزبانی پایین فاژهای جداسازی شده علیه کلبسیلا پنومونیه در اغلب مطالعات (31-1 درصد) بوده است (Wu et al, 2019; Zhang et al, 2021; Ferriol-González et al, 2024).   در یک مطالعه نیز طیف میزبانی فاژ KP8  علیه 74 سویه از خانواده انتروباکتریاسه که شامل 63 سویه کلبسیلا هم بود، ارزیابی گردید که فاژ مذکور فقط علیه یک سویه از کلبسیلا پنومونیه اثر لیتیک نشان داد (Morozova et al, 2019 ).   در کنار این مطالعات، همانطور که در بالا ذکر شد برخی مطالعات هم حاکی از طیف ضدباکتریایی وسیع فاژهای جداسازی شده نه تنها علیه سویه های مختلف باکتری میزبان بلکه روی سویه های مختلف جنسهای دیگر باکتریایی بوده اند که این امر می تواند دلایل متعددی داشته باشد. رده های باکتریایی متفاوت از نظر فیلوژنتیکی با فراوانی بالا در محیطهای مختلف شامل، آب، خاک و در میکروبیوم حیوانات و انسان در کنار هم حضور دارند که این امر می تواند سبب ایجاد فشار انتخابی در فاژهای موجود در این محیطها گردد و روند تکاملی فاژها را در طی واکنشهای میزبان- فاژ تحت تاثیر قرار دهد و در نتیجه پتانسیل جداسازی فاژهای پلی والان ( دارای طیف میزبانی گسترده تر) را افزایش دهد (cheng cheng et al, 2025) . 
مقاومت نسبت به باکتریوفاژها می تواند به دلیل عدم وجود رسپتورهای موردنیاز برای جذب فاژ یا به علت وجود مکانیسمهای دفاعی مانند سیستمهای کریسپری، سیستم تعیین حدودی و مکانیسمهای عفونی ناقص شامل سیستمهای سیگنالینگ ضدفاژی بر اساس الگونوکلئوتیدهای حلقوی باشد.
در این میان، گستردگی طیف میزبانی فاژها در نتیجه میانکنش هایی در طول دوره عفونت شامل تغییر در بخشهای متنوع پروتئینی متصل به رسپتورها، موتاسیون در ژنهای مربوط به دمینهای بسیارمتغیر ژنهای کدکننده پروتئینهای متصل به رسپتورها، سازگاری با مکانیسمهای مولکولی میزبانی و فرار از سیستم دفاعی سلولی روی می دهد. در یک مطالعه بر روی ژنهای دو باکتریوفاژ پلی والان متوجه شدند که یکی از آنها سه پروتئین و دیگری شش پروتئین مربوط به قسمت فیبرها و اسپایکهای دمی فاژی را کد می کنند که این تنوع پروتئینی، اتصال به رسپتورهای میزبانی مختلف را در باکتریهای متفاوت تسهیل می کند و توانایی لیزکنندگی چندگانه را در فاژ ایجاد می کند.  فاژهای دارای طیف میزبانی وسیع از سیستم های لیز سلولی سازگار شده  مخصوصا سیستم هولین – اندولیزین استفاده می کنند که در آن هولینها آسیبی در غشای سیتوپلاسمی ایجاد کرده، سبب دسترسی آندولیزین ها شده، لایه های مورئین را تجزیه کرده و نهایتا لیز سلولی و آزادشدن فاژها اتفاق می افتد (Fausti et al, 2025).
بطور کلی می توان گفت که تنوع میزبانی در برخی فاژها به ساختار اهداف سطح سلولی بخصوص در قسمت کپسولی و لیپوپلی ساکارید مرتبط می باشد که می تواند به عنوان رسپتور فاژی حساسیت نسبت به فاژها را تحت تاثیر قرار دهد. افزایش طیف میزبانی فاژهای دارای قدرت لیزکنندگی بالا در طی روند تکاملی به عنوان یکی از استراتژیهای جدید در زمینه فاژدرمانی مورد توجه قرار گرفته است و طیف میزبانی فاژهای اختصاصی استافیلوکوکوس اورئوس، سودوموناس آئروژینوزا، انتروکوکوس فاسیوم، اسینتوباکتر بومانی و نیز برخی باکتریهای دیگر در روندهای مطالعاتی انجام گرفته افزایش یافته است. در یک تحقیق نیز نه فاژی که طیف میزبانی آنها با روشهای آزمایشگاهی افزایش یافت توانستند سویه های باکتریایی را که قبلا به آنها مقاوم بودند لیز کنند ((Burke et al, 2025 . با توجه به موارد فوق و مکانیسمهایی که برای ایجاد فاژهای دارای طیف میزبانی وسیع ارائه شده است و نیز به دلیل اینکه جدایه های باکتریایی مورد استفاده در این مطالعه همگی بیمارستانی بودند   و از یک بیمارستان به دست آمده بودند و محل نگهداری و ذخیره آنها در آزمایشگاه بیمارستان بوده است، احتمال میانکنشها و ارتباطات بین جدایه های مختلف باکتریهایی و فاژهای آلوده کننده آنها و ایجاد فشارهای انتخابی و تغییراتی در روند تکاملی فاژها و در نتیجه طیف میزبانی آنها وجود داشته است. 
 اغلب مطالعات مرتبط با جداسازی و آنالیز خصوصیات فاژهایی با طیف میزبانی وسیعتر در سالهای اخیر انجام شده و در این زمینه تحقیقات کمتری در دسترس می باشد و بیشتر پژوهشهای پیشین روی اختصاصیت فاژها متمرکز بوده اند. همچنین یافته های بسیار کمی در مورد بررسی اثرات لیتیک فاژهای جداشده علیه باکتری میزبان گرم منفی روی باکتریهای گرم مثبت وجود دارد، لذا انجام مطالعات بیشتر  و مقایسه نتایج مطالعات متعدد و بررسی مکانیسمهای احتمالی دیگر دخیل در این روند برای رسیدن به نتایج قطعی تر اجتناب ناپذیر می باشد. 
   نتیجه گیری کلی
[bookmark: _Hlk50144744]نتایج مطالعه حاضر نشانگر پتانسیل فاژ لیتیک جداشده از نظر خصوصیات زیستی و اثربخشی قوی علیه میزبان اصلی خود و نیز ماندگاری مناسب این فاژ در برابر عوامل محیطی بود ولی باید در نظر داشت که اثر ضد باکتریایی فاژ جداسازی شده برای فاژدرمانی قبل از استفاده، روی سویهها و گونههای مشکلساز باید مورد ارزیابی قرار گیرد. برخی اوقات فاژ جداشده علیه یک گونه باکتری روی سویهها و گونههای دیگر آن جنس باکتریایی موثر نیست درحالی که در جنسهای دیگر شبیه ممکن است موثر باشد. لذا، فاژدرمانی می تواند به عنوان یک رهیافت بیولوژیک موثر در درمان عفونتهای بالینی چندگانه مقاوم به آنتی بیوتیک مورد استفاده قرار گیرد اما بررسی طیف میزبانی و خصوصیات فاژهای موردنظر جهت فاژدرمانی از اهمیت بسیار بالایی برخوردار می‌باشد. همچنین انجام آزمایشات ژنتیکی حساس و دقیق برای استفاده کاربردی از فاژها در فاژدرمانی ضروری می باشد.
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