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Abstract 

Objective 

Identifying the strains carrying acquired tetracycline resistance genes is one of the important 

points in evaluating the safety of probiotic strains. The aim of the present study is to 

comprehensively evaluate tetracycline resistance in lactobacillus spp. isolated from the digestive 

system of Iranian backyard chickens. 

 

Materials and methods 

In the present study, the phenotypic sensitivity patterns of 36 lactobacillus isolates belonging to 

four species L. reuteri, L. salivarius, L. crispatus and L. johnsonii were evaluated by measuring 

the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) to tetracycline. After that, four tetracycline 

resistance genes tet(L), tet(M), tet(W) and tet(O) were detected in isolates with phenotypic 

resistance to this antibiotic based on the polymerase chain reaction method. 
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Results 

As a result, four isolates of L. reuteri, three isolates of L.salivarius, two isolates of L. crispatus 

and four isolates of L. johnsonii among the studied lactobacillus spp. showed phenotypic 

resistance to tetracycline. After the detection of tetracycline resistance genes in isolates with 

phenotypic resistance, the presence of tet(W) gene was confirmed in all investigated isolates. The 

simultaneous presence of tet(M), tet(L) and tet(W) genes was observed in three studied L. 

salivarius isolates. It was also found that the phenotypic resistance observed in three isolates of 

L. johnsoniiABRIG7, L. johnsoniiABRIG14 and L. johnsoniiABRIG24 is caused by the 

simultaneous presence of tet(O) and tet(W) genes. 

 

Conclusions 

This study showed that tetracycline resistance among Lactobacilli isolated from digestive system 

of Iranian backyard Chickens is due to the presence of single or multiple resistance genes.. We 

also found that tet(W) is the most widespread tetracycline resistance gene among investigated 

Lactobacillus isolates. Therefore, local poultry breeders should refrain from arbitrarily using 

tetracycline, and when the digestive system of domestic chickens is the source for probiotic 

microorganism selection, the evaluation of resistance to tetracycline from the phenotypic and 

molecular point of view should be taken into consideration in order to select safe strains. 
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  چکیده

های دارای از جمله نکات حائز اهمیت در ارزیابی ایمنی سویه نیکلیمقاومت به تتراساهای های حامل ژنشناسایی سویه :هدف

جداسازی  لاکتوباسیلوسیمیان گونه های در  ینیکلیجامع مقاومت تتراسا یابیارزهدف از مطالعه حاضر  .پروبیوتیک استپتانسیل 

 باشد.میهای خانگی ایران شده از دستگاه گوارش مرغ

 L.reuteriه متعلق به چهار گونلاکتوباسیلوسی  جدایه 36 فنوتیپی تیحساس یالگوها در مطالعه حاضر ابتدا :هامواد و روش

،salivarius L. ،L. crispatus  وjohnsonii L.  گیری حداقل غلظت بازدارندگی نسبت به تتراسایکلین ارزیابی گردید. با اندازه

دارای مقاومت فنوتیپی نسبت به این  هایجدایهدر  tet(O) و tet، (M)tet( ،W)tet(Lپس از آن چهار ژن مقاومت به تتراسایکلین )

 ای پلیمراز ردیابی گردیدند. روش واکنش زنجیره باآنتی بیوتیک 

 .Lجدایه، دو .salivarius Lجدایهسه  ،L.reuteri جدایهدر نتیجه تست فنوتیپی بر مبنای حداقل غلظت بازدارندگی چهار  :نتایج

crispatus  جدایهو چهار johnsonii L.  مورد مطالعه مقاومت فنوتیپی نسبت به تتراسایکلین نشان دادند. پس  هایجدایهاز میان
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مورد بررسی  هایجدایهدرتمامی  tet(W)دارای مقاومت فنوتیپی حضور ژن  هایجدایههای مقاومت به تتراسایکلین دراز ردیابی ژن

علاوه  .مورد مطالعه مشاهده گردید .salivarius L جدایهدر سه  tet(W)و  tet( ،L)tet(M)های حضور همزمان ژن تائید گردید.

 .Lو  L. johnsoniiABRIG7 ،L. johnsoniiABRIG14جدایهسه  مقاومت فنوتیپی مشاهده شده درمشخص گردید،  بر آن

johnsoniiABRIG24 هایناشی از حضور همزمان ژن (O)tet ( وW)tet باشد.می 

از دستگاه گوارش  بدست آمده لاکتوباسیلوسی هایجدایهنشان داد که مقاومت تتراسایکین موجود در میان  مطالعه نیای: گیرنتیجه

 tet(W) که میافتیدرباشد. همچنین بیوتیک میهای مقاومت نسبت به این آنتیطیور بومی ایران ناشی از حضور منفرد یا چندگانه ژن

باشد. بر اساس نتایج مطالعه حاضر می مورد بررسی لاکتوباسیلوس هایجدایه یانم در نیکلیمقاومت به تتراسا ژن نیترگسترده

های خانگی منبعی پرورش دهندگان طیور بومی باید از استفاده خودسرانه تتراسایکلین خودداری نمایند و زمانیکه دستگاه گوارش مرغ

اومت نسبت به تتراسایکلین از منظر فنوتیپی و ملکولی جهت پروبیوتیک است، لازم است ارزیابی مقهای میکروارگانیسمبرای انتخاب 

 های ایمن مورد توجه قرار گیرد.انتخاب سویه

 های خانگی.بیوتیک، مرغ، مقاومت آنتیلاکتوباسیلوس، پروبیوتیک، تتراسایکلین، : هاکلیدواژه

 پژوهشی.: نوع مقاله

شده از دستگاه گوارش سازی جدا هایلیدر لاکتوباس نیکلیمقاومت تتراسا (1403) پیام پتکی، صیقلانی رامین، مریم رویان استناد:

 .68-51(، 2)16، مجله بیوتکنولوژی کشاورزی. رانیا یخانگ هایمرغ
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 مقدمه

 دورانبه  یشناس باستان یهاکاوش ی داشته و بر اساسمیقد اریکشور سابقه بس نیآن در ا عیو توز رانیدر ا وریط پرورش

 3900تا  3800 حدود رانیا یشرق جنوبانجام شده،  قاتی(. بر اساس تحقMohammadabadi et al. 2010) گرددبرمی باستان

 های یافت شده منشاء پرورش مرغ بوده اندبر اساس استخوان لادیقبل از م سال 1000حدود  شمال غربی ایران و لادیسال قبل از م

(Mohammadifar et al. 2014; Mohammadifar and Mohammadabadi 2017.)  نیپروتئ نیتام بدلیلمرغ اهمیت 

 باشدمی یژنوم مطالعات در نمونه وانیح عنوان بهکاربرد آن  نیهمچن و انسان یبرا( مرغ تخم و گوشت دی)تول بالا تیفیک با

(Shahdadnejad et al. 2016; Khabiri et al. 2023 .)کنندگانمصرف ینیپروتئ ازین نیتام یبرا جوجه اردهایلیم ساله هر 

منظور رونق این صنعت عظیم و پیشگیری ها بهسال .(Mohammadifar and Mohammadabadi 2018) ابدییم پرورش
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 ،اما .تبدیل شده بوددر این صنعت به روشی مطلوب و پرکاربرد های محرک رشد استفاده از آنتی بیوتیک و زیان اقتصادی از ضرر

 سلامتکه  استشدهتبدیل و توسعه  ییغذا تیامن ،یسلامت جهان یبرا دهایتهد نیاز بزرگتر یکیبه  یکیوتیبیمقاومت آنتامروزه 

از عوامل  یاریبس انی. از م(CDC 2022; WHO 2020) استرا تحت شعاع قرار داده  ستیز محیطو اهانیگ وانات،یافراد، ح

عوامل از جمله مهمترین خوراک حیوانات در  یکروبیاز مواد ضد م یدرمان ری، استفاده غبیوتیکیمقاومت آنتیمسئول ظهور و گسترش 

بیوتیکی، جایگزینی با توجه به عواقب خطرآفرین ناشی از وقوع مقاومت آنتیرو از این .(Rokon et al. 2023است )تاثیر گذار 

 .ها در دستورکار قرار گرفتهای محرک رشد با ترکیبات مناسب دیگر نظیر پروبیوتیکبیوتیکآنتی

ارتقاء دهنده سلامتی مورد توجه زیادی  به دلیل خواص یلاکتوباسیلوسهای گونهپروبیوتیک  هایمیکروارگانیسمانواع از میان 

در  تولدبلافاصله پس از ها وسلاکتوباسیل .همچنان در حال رشد است های محبوبباکتری این زاستفاده ااند و علاقه به قرار گرفته

ها و رشد انتروباکتریدهد و از گوارش را کاهش میدستگاه  pH ا،هشوند و فعالیت متابولیکی آنا مستقر میهدستگاه گوارش جوجه

. به چندین گونه از (Zhao et al. 2007; Felis and Dellaglio 2007) کندهای نامطلوب جلوگیری میسایر باکتری

با این  .( .2010Leuschner et al) استداده شده پیش فرض واجد شرایط ایمنی() 1QPSوضعیت های اسیدلاکتیکی باکتری

های اسید ها )استفاده بیش از حد و سوء استفاده(،دربسیاری از باکتریبیوتیکدلیل استفاده نادرست از آنتیهای اخیر، به حال، در سال

های جداسازی شده از مواد اند که باکتریمطالعات نشان داده .(Shazali et al. 2014) استلاکتیکی مقاومت دارویی ایجاد شده

 شتهبیوتیکی است که روی عناصر ژنتیکی متحرک قرار داهای مقاومت آنتیانواع ژنغذایی یا دستگاه گوارش حیوانات مزرعه حاوی 

 شوند،یهمراه با غذا وارد دستگاه م هاهیسو نیکه ا یهنگام .(Rokon et al. 2023) دارندبر عهده را  ژن و خطر بالقوه انتقال افقی

منجر به  منتقل کنند وروده  طلب فرصت یزایماریب یهایبه باکتر ییغذا رهیزنج قیمقاومت خود را از طر یهاممکن است ژن

های اسید لاکتیک باکتریدر  نیکلیاند که ژن مقاومت به تتراساکرده دییمطالعات تا ی. برخبه میزبان گردند ییمقاومت دارو انتقال

 یسازمان غذا و کشاورز رواز این .(Das et al. 2020) منتقل شود گرید یهایژن به باکتر یانتقال افق سیستم قیتواند از طریم

(2FAO) یو سازمان بهداشت جهان (3WHO)  های غذایی و به عنوان فرآوردهکه  ییهاکیوتیپروب نمودند شنهادیپ 2002در سال

 یبرا 4EFSAبر اساس توصیه  ،لذا .( .2014Hill et al) گردندارزیابی  یکیوتیبیمقاومت آنت از نظر دیبا شوندیمصرف م خوراکی

در نتیجه شود.  نییتع توصیه شدهها کیوتیب یآنت یبرا 5MIC ریمقادضروری است حساس،  یهاهیمقاوم از سو یهاهیسو صیتشخ

که اساس مقاومت مشاهده د، بجز زمانیخوراک استفاده شو یبه عنوان افزودن دیدهند نباینشان م یکه مقاومت اکتساب ییهاهیسواز 

خطر انتشار آن  یاکتساب یکیوتیب یمقاومت آنت دارای یهایباکتر زیرا مصرف .(EFSA 2018) باشد شده موتاسیون کروموزومی

                                                      
1 Qualified presumption of safety 
2 Food and Agriculture Organization 
3 World Health Organization 

4 European Food Safety Authority 

5 Minimum Inhibitory Concentration 
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، با دامنه وسیعتتراسایکلین به دلیل فعالیت ضد باکتریایی  را به همراه دارد. طیمح یدستگاه گوارش و به طور کل یوتایکروبیدر م

 داردای در طب انسانی و دامپروری گسترده استفادههزینه تولید پایین و عدم بروز عوارض جانبی جدی، آنتی بیوتیکی است که 

(2017Jamal et al. ). 6 یهاکیوتیب یآنتهمانند ، نیکلیاثر تتراسا سمیمکانMLSبر اساس مهار  کلیو کلرامفن دهایکوزینوگلی، آم

حامل  یها 7tRNAو از اتصال  دشویمتصل مها مبوزویر S30واحد  ریبه ز نیکلیاست. تتراسا ییایباکتر یهادر سلول نیسنتز پروتئ

 .(Dec et al. 2017) نمایدیم یریجلوگ نهیآم یدهایاس

به یک نگرانی جدی تبدیل  به تتراسایکلین نسبت استفاده گسترده و غیرمنطقی از این آنتی بیوتیک، مقاومت باکتریاییبدلیل 

در تتراسایکلین  بهنسبت های مقاومت به تتراسایکلین به عنوان عامل اصلی مقاومت ژن وجود (Rudra et al. 2018)شده است 

 از طریقاکتری بوده و به نوع بوابسته های مقاومت به تتراسایکلین . بیشتر ژن(Tao et al. 2010) باشدمیباکتریایی های گونه

، حیوانات و محیط زیست انسان دستگاه گوارش های موجود درترانسپوزون ها به سرعت در میان باکتریو  پلاسمیدهای قابل انتقال

 تیحساس نییعمطالعه ت نیهدف از ا .(Ma et al. 2021) تهدید بزرگی برای سلامت انسان و حیوانات است و شوندمیپخش 

 ییشناساراسایکلین وایران نسبت به آنتی بیوتیک تت های بومیلاکتوباسیلوسی جداسازی شده از دستگاه گوارش مرغ هایجدایه

 بود.  EFSAها بر اساس روش توصیه شده توسط مت در آنمقاو یهاژن

 

 هامواد و روش

مورد بررسی در مطالعه حاضر از محتویات دستگاه  لاکتوباسیلوسی هایجدایه :هاآن رشد طیشرا و هایباکتر یجداساز

ها )نظیر مقاومت به اسید، جداسازی و پتانسیل پروبیوتیک آن های گیلان، آذربایجان غربی و خوزستانهای بومی استانگوارش مرغ

تعیین هویت  sRNA16 8 ها و...( در دو مطالعه انجام شده توسط رویان و همکاران ارزیابی گردید و با روشبایل، مهار پاتوژن

فاقد آگار  10MRSمحیط کشت(.  .Royan et al. 2018Royan et al ;2019) ثبت گردیدند 9NCBIگردیدند ودر بانک ژنی 

 ذخیره گردیدند. -80یز و در فرمخلوط شده و در 1/1 سبتن درصد با 60رولو گلیسد درص 10با اسکیم میلک  مذکور هایجدایهحاوی 

فاقد آگار استریل تحت  MRS، در محیط کشت -80های ذخیره شده در فریزر مقاومت نسبت به تتراسایکلین، کشتمنظور بررسی به

هایی با استفاده از تلقیح یک درصد درجه سانتیگراد به مدت یک شب فعال گردیدند. پس از آن کشت 37شرایط میکروآئروفیلیک 

درجه سانتیگراد به مدت یک شب به منظور انجام تست حساسیت  37 مایع استریل جدید تهیه و در MRSکشت مایع در محیط 

 گذاری گردیدند.آنتی بیوتیک گرمخانه

                                                      
6 Macrolide, Lincosamide and Streptogramin  

7 transfer RNA 
8 16S ribosomal RNA 
9 National Center for Biotechnology Information 
10 Man–Rogosa–Sharpe 
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مورد  لاکتوباسیلوسی هایجدایه MICمقادیر  :بر پایه حداقل غلظت بازدارندگی بیوتیکیتعیین حساسیت آنتی

 Brothهای سریالی )ساخت رقت توسط روش (Sigma-Aldrich, USAیکلین )تتراساآنتی بیوتیک نسبت به  بررسی

Microdilution) ( 2005ارزیابی گردیدKlare et al.  بدین منظور، از ذخیره اصلی .)11 کشت طیدر مح تتراسایکلینLSM 

((Oxoid, UK)MRS broth+Iso-Sensitest )هایجدایه( تهیه شد. سپس از لیترمیکروگرم بر میلی) 25/0-128ی هارقت 

 12 =2/0گذاری شده طبق مراحل قبلی، سوسپانسیونی به غلظت منتخب گرمخانه لاکتوباسیلوسی
nm600OD سپس . تهیه گردید

باکتریایی در  هایجدایهو میزان رشد اضافه  ییتا 96 تیپل یهاموجود در چاهک یکیوتیبیآنت یهابه رقت ییایباکتر سوسپانسیون

 گردید.ثبت در دمای مناسب رشد باکتری، ساعت  24و  صفر هایزمان تتراسایکلین طیبیوتیک های مختلف آنتیرقت

مقادیر حداقل غلظت و  ورد استفاده قرار گرفت( برای تفسیر نتایج م 2018EFSA) EFSA 13FEEDAP پانل هایلدستورالعم

 EFSA (2018) در جدول شکست ارائه شدهنقاط که غلظتی بالاتر از  هاییجدایه. مقایسه شد  EFSAبا استاندارد بازدارندگی

 . (EFSA 2018) شدندمقاوم شناخته  ،دادند نشان

 و روش سینا کلون  DNAاز کیت استخراج: PCRبه تتراسایکلین با استفاده از های مقاومت ردیابی ژن

Birnboim and Doly  (1979به ترتیب برای استخراج )DNA  سبت به دارای مقاومت فنوتیپی ن هایجدایه دیو پلاسم

 ،tet(Lهای )ر مرتبط با ژننسبت به تتراسایکلین از چهار جفت آغازگ مقاومت یهاژن ییشناسا یبراتتراسایکلین استفاده شد. سپس 

(M)tet، (O)tet ( وW)tet ورز در ژل آگارز یک های استخراج شده به کمک الکتروفتعیین کیفیت نمونه (.1ستفاده شد )جدول ا

ا به غلظت هسازی همه نمونهقیقرها با استفاده از اسپکتروفتومتر )نانودراپ( انجام گردید و پس از درصد انجام شده و بررسی کمی آن

 Muñozمتد توصیه شده  ای پلیمراز بر اساسکنش زنجیرهآر اختصاصی آماده شدند. واسینانوگرم در میکرولیتر جهت انجام پی 50

et al. (2014انجام شد ) (Munoz et al. 2014). 

 

 نتایج و بحث

بین  یکیوتیبیمقاومتِ آنت یهاانتقال ژن لی، پتانسکیوتیپروب یهایباکتری زیستی منیا یکی از نکات مهم در ارزیابی

 بر اساس توصیه سازمان ایمنی مواد غذایی اروپا .(Nawaz et al. 2011باشد )میها های دستگاه گوارش توسط آنباکتری

 تیدر جمعمقاومت  مرتبط با این یهاژن به خزانه دینبابیوتیکی به منظور جلوگیری از افزایش مقاومت آنتی یکروبیم هایافزودنی

 2016در سال سازمان بهداشت جهانی  نظر دیتجد نیآخر ی. بر مبنا(EFSA 2018) دینفزایاب یزیدستگاه گوارش چ ییایباکتر

                                                      
11 LAB Susceptibility test Medium 
12 Optical Density  
13 The Panel on Additives and Products or Substances used in Animal Feed 
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 دامپزشکیو  پزشکیمورد استفاده در ی مهم هاکیوتیبیآنت جلوگیری نمود،ها آننسبت به مقاومت  باید از بروزکه  ییهاکیوتیبیآنت

 هستند .

 

 نیکلیمقاومت نسبت به تتراسا یپیژنوت یجهت بررس استفادهمورد  ی. آغازگرها1جدول

Table 1. Primers used for genotypic investigation of tetracycline resistance 

 رفرنس
Ref 

  (5→′3′) آغازگر یتوال
Primer sequence (5′→3′) 

 ژن هدف
Target gene 

 

Aarestrup et al. 

(2000) 

tet(L)-2-1: 

CATTTGGTCTTATTGGATCG 
رفت مریراپ  

Forward primer 

 

ژن تتراسایکلین 
 ال
gene(L)tet 

tet(L)-2-2: 

ATTACACTTCCGATTTCGG 
برگشت مریپرا  

 Reverse primer 

 

 

Aarestrup et al. 

(2000) 

tet(M)-1: 

GTTAAATAGTGTTCTTGGAG 
 پرایمر رفت

Forward primer 

 ژن تتراسایکلین ام
gene(M)tet 

 tet(M)-2: 

CTAAGATATGGCTCTAACAA 
برگشت  پرایمر

Reverse primer 

 

 

Aarestrup et al. 

(2000) 

tet(O)-1: 

GATGGCATACAGGCACAGAC 
 پرایمر رفت

Forward primer 

او نیکلیتتراسا ژن  
gene(O)tet 
 tet(O)-2: 

CAATATCACCAGAGCAGGCT 
برگشت  پرایمر

Reverse primer 

 

 

Airstrips et al. 

(2000) 

tet(W): 

GAGAGCCTGCTATATGCCAGC 
 پرایمر رفت

Forward primer 

 نیکلیتتراسا ژن
ویدبل  

gene(W)tet 
 

tet(W): 

GGGCGTATCCACAATGTTAAC 
برگشت  پرایمر

Reverse primer 

 

باشد که به فراوانی در می شناخته شده بیوتیکیهای آنتیاز جمله مهمترین مقاومت نیکلیبه تتراسا نسبت مقاومت

از  بسیاریهستند که در برابر انواع  وسیع الطیفی ییایعوامل ضد باکتر جمله از هانیکلیتتراسااست. ها مطالعه گردیدهلاکتوباسیلوس

ها اختهیاز انواع تک  یبرخ نیو همچن یگرم مثبت و گرم منف ،یهواز یب ،یهواز یزایماریب یهایها از جمله باکترسمیکروارگانیم

 یهایبه عنوان افزودن نیو همچن یعفون یهایماریبدرمان ی، ریشگیپ منظورهب یدر دامپزشک یابه طور گسترده مناسب هستند و نیز

 هاکیوتیپروب یکیوتبییآنت تیحساس یمنظور بررس به (. .2015Aalipour et al) نمایندیعمل م دام و طیورمحرک رشد در خوراک 

 یکند با روشیم یریجلوگ یکه از رشد باکتر کروبیغلظت ماده ضد م حداقل نییمنظور تعبه MIC یپیفنوت تستکه ابتدا است  ازین

نقطه برش برای هریک از آنتی  ریمقاد یاساس ازین کیعنوان . بهردیانجام گ یالمللنیاستاندارد ب یثابت و با استفاده از متدها

متد سازمان ایمنی . بر اساس استیدهگرد بر اساس گونه مشخص سازمان ایمنی مواد غذایی اروپا ه توسطهای توصیه شدبیوتیک
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متوقف  نقطه برش کمتر از مقدار ای یدر غلظت مساو هیکه رشد سو ی)زمان سدر دو دسته حساها میکروارگانیسم، مواد غذایی اروپا

باشند می شده نییتعنقطه برش  از خاص بالاتر کروبیضد م تی ازکه قادر به رشد در غلظ یهنگام(مقاوم و   (S ≤ x mg/L)شودیم

(R > x mg/L) د گیرنقرار می(EFSA 2018.) دارای پتانسیل  لاکتوباسیلوسی جدایه 36 در این مطالعه، حساسیت آنتی بیوتیکی

های پرورش یافته در مناطق روستایی های چهارگانه دستگاه گوارش )دئودنوم، ژئوژنوم، ایلئوم و سکوم( مرغپروبیوتیک که از بخش

 Royan et al. 2018; Royan etمطالعه پیشین جداسازی شده بودند )های گیلان، آذربایجان غربی و خوزستان در دو استان

al. 2019 رقت سازی در محیط مایع(، نسبت به تتراسایکلین با روش (NCCLS 1997; Klare et al. 2005 ).ارزیابی گردید 

، L. salivarius جدایه ، سهreuteri. 14Lجدایه سازمان ایمنی مواد غذایی اروپا چهار در این مطالعه بر اساس معیارهای توصیه شده 

درصد( مقاومت فنوتیپی نسبت به تتراسایکلین  11/36) سیزده نمونهجمعا   L. johnsonii جدایهر و چها L. crispatus جدایهدو 

 (. 5و  4، 3، 2نشان دادند ) جداول 

 خانگی ایرانهای دستگاه گوارش مرغ  L. salivariusهایجدایهتتراسایکلین  MIC. مقادیر 2جدول

Table 3. Tetracycline MIC values of L. salivarius isolates from digestive system of Iranian 

backyard chickens 

 جدایهنام 

 isolate name 

 

 لیتر(حداقل غلظت بازدارندگی )میکروگرم بر میلی

/mL)µgMinimum Inhibitory Concentration ( 

0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 

L. salivarius ABRIIN27 - - - - - - - - - * 

L. salivarius ABRIIN33 - - - - - - - - - * 

L. salivarius ABRIIN39 - - - - - - - - - * 

 Cut-0ff value= 8 Tetracycline        8نقطه برش مقاومت تتراسایکیلن= 

3/3 ( =L. salivarius isolates / L. salivarius isolates  Resistance) 

 دارای مقاومت ( L. salivarius هایجدایه / L. salivarius هایجدایه= ) 3/3

 

یلوس لاکتوباسهای میان جدایه ( درهاسویهدرصد  68) نیکلیبه تتراسانسبت مقاومت  یبالا وعیشمشابه نتایج مطالعه حاضر 

 هایجدایهدرصد از  74(. همچنین Dec et al. 2018لهستان مشاهده گردید )جداسازی شده از مزارع پرورش بوقلمون در 

 .Dec et alمت نشان دادند )مقاو کیوتیبیآنت نیبه ا نسبت لهستان گوشتی جوجههای جداسازی شده از فارم لوسیلاکتوباس

                                                      
14 Lactobacillus 
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 بیوتیکنیز نسبت به این آنتی کیبلژ یگوشتمزارع جوجهجداسازی شده از  یهالیلاکتوباساز درصد  80به  کینزد (. همچنین2018

 (.Cauwerts et al. 2006مقاوم هستند )

 های خانگی ایراندستگاه گوارش مرغ  L. reuteriهایجدایه. مقادیر تتراسایکلین 3جدول 

Table 2. Tetracycline MIC values of L. reuteri isolates from digestive system of Iranian 

backyard chickens 

 جدایهنام 
isolate name 

 

 لیتر(حداقل غلظت بازدارندگی )میکروگرم بر میلی
)/mLµgMinimum Inhibitory Concentration ( 

0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 
L. reuteriABRIIN29 - - - - - * - - - - 

L. reuteriABRIIN30 - - - - - * - - - - 

L. reuteriABRIIN31 - - - - - * - - - - 

L. reuteriABRIIN35 - - - - - * - - - - 

L. reuteriABRIIN36 - - - - - - - - - * 

L. reuteriABRIIN38 - - - - - - - - - * 

L. reuteriABRIG2 - - - - * - - - - - 

L. reuteriABRIG3 - - - -  * - - - - 

L. reuteriABRIG4 - - - - * - - - - - 

L. reuteriABRIG6 - - - - - - - - - * 

L. reuteriABRIG8 - - - - - * - - - - 

ABRIG9 L. reuteri - - - - - * - - - - 

L. reuteriABRIG11 - - - - - * - - - - 

L. reuteriABRIG12 - - - - * - - - - - 

L. reuteriABRIG13 - - - - * - - - - - 

L. reuteriABRIG15 - - - - - * - - - - 

L. reuteriABRIG17 - - - - - * - - - - 

L. reuteriABRIG18 - - - - - - * - - - 

L. reuteriABRIG19 - - - - * - - - - - 

L. reuteriABRIG20 - - - - * - - - - - 

L. reuteriABRIG21 - - - - - - - - - * 

L. reuteriABRIG22 - - - - * - - - - - 

L. reuteriABRIG23 - - - - - * - - - - 

L. reuteri ABRIG25 - - - - - * - - - - 

 Cut-0ff value=32 Tetracycline    32نقطه برش مقاومت تتراسایکیلن= 

4/26 ( =L. reuteri isolates /L. reuteri isolates Resistance) 

 مقاومت (ارای د  L. reuteri هایجدایه / L. reuteri هایجدایه)=  4/26
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 های خانگی ایراندستگاه گوارش مرغ L. crispatus هایجدایهتتراسایکلین  MIC. مقادیر 4جدول

Table 4. Tetracycline MIC values of L. crispatus from digestive system of Iranian backyard 

chickens 

 جدایهنام 

isolate name 

 

 لیتر(میلیحداقل غلظت بازدارندگی )میکروگرم بر 

/mL)µgMinimum Inhibitory Concentration ( 
0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 

L.crispatusABRIIN32 - - - - - - - - - * 

L.crispatusABRIIN34 - - - - - - - - - - 

L.crispatusABRIIN37 - - - - - - - - - * 

 Cut-0ff value= 4 Tetracycline    4نقطه برش مقاومت تتراسایکیلن= 

2/3 ( =L. salivarius isolates / L. salivarius isolates Resistance) 

 رای مقاومت (دا L. salivarius هایجدایه / L. salivarius هایجدایه(=  2/3

 

 های خانگی ایراندستگاه گوارش مرغ L. johnsonii هایجدایهتتراسایکلین  MIC. مقادیر 5جدول

Table 5. Tetracycline MIC values of L. johnsonii isolates from digestive system of Iranian 

backyard chickens 

 جدایه نام

 Isolate name 

 

 لیتر(حداقل غلظت بازدارندگی )میکروگرم بر میلی

/mL)µgMinimum Inhibitory Concentration ( 
0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 

L. johnsoniiABRIG5  - - - - - * - - - - 

L. johnsoniiABRIG7  - - - - - * - - - - 

L. johnsoniiABRIG14 - - - - - * - - - - 

L. johnsoniiABRIG24  - - - - - * - - -  - 
 Cut-0ff value= 4 Tetracycline     4نقطه برش مقاومت تتراسایکیلن= 

4/4 ( =L. johnsonii isolates / L. johnsonii isolates  Resistance) 

 دارای مقاومت ( L. johnsonii هایجدایه / L. johnsonii هایجدایه= ) 4/4

 

مختلف  ییجدا شده از منابع غذا لاکتوکوکس و لوسیلاکتوباس هایسویه انیدر م tet یهانو ژ نیکلیبه تتراسانسبت مقاومت 

در این مطالعه  (. .Zonenschain et al. 2007Aquilanti et al ;2009) شده استمشاهده  وریط یگوشت یهااز جمله فرآورده

 L. salivarius ABRIIN27،L. salivarius ABRIIN33  ،L. salivariusهایجدایهدر  tet(Mو ) tet(Lهای )ژن

ABRIIN39 حضور ژن  (.1 مشاهده گردیدند )شکلtet(O)  جدایهدر سه L. johnsoniiABRIG7 ،L. 

johnsoniiABRIG14  وL. johnsoniiABRIG24  ژن( و حضور 3تائید گردید )شکل (W)tet  مورد  هایجدایهدر تمامی

تتراسایکلین مشخص گردید که مقاومت فنوتیپی مشاهده  های مقاومت نسبت به(. لذا در نتیجه بررسی ژن4بررسی مشاهده شد )شکل 



   (1403 تابستان، 2، شماره 16مجله بیوتکنولوژی کشاورزی )دوره   

62 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

   

باشد. همچنین مقاومت می tet(Wو ) tet( ،L)tet(M) مورد مطالعه ناشی از حضور سه ژن L. salivarius هایجدایهشده در

 .johnsoniiABRIG24 L  و L. johnsoniiABRIG7 ،L. johnsoniiABRIG14 هایجدایهفنوتیپی مشاهده شده در 

مورد بررسی ناشی از حضور ژن  هایجدایه بوده و مقاومت در سایر tet(Wو ) tet(Oمطالعه ناشی از حضور همزمان دو ژن، )مورد 

(W)tet باشد.می ( مطابق نتایج مطالعه حاضر ژنw)tet  سویه 24درL. reuteri  های مورد مطالعه ذخیره سازی شده در بانک

 L. reuteriدر سویه  tet(wای دیگر حضور ژن )درمطالعه (.Egervärn et al. 2009مختلف میکروبی جهانی مشاهده گردید )

ATCC55730  موجود در محصول پروبیوتیک موجود در بازار ردیابی گردید(Rosander et al. 2008) همچنین حضور ژن .

(w)tet  هایجدایهدرL. reuteri  بدست آمده ( از دستگاه گوارش طیور مشاهده شدGreppi et al. 2020 مطابق نتایج مطالعه .)

جداسازی شده از دستگاه گوارش توله خوک در حال از  L. salivarius جدایهدر ژنوم یک  tet(L) و tet(Mحاضر حضور دو ژن )

لاکتوباسیلوسی  هایجدایه رد tet(w) و tet( ،M)tet(L) هایژنهمچنین حضور  (. .2017Jin et alشیرگیری تائید گردیدند )

های جوجه گوشتی لهستان جداسازی شده از مرغداری یهالاکتوباسیلوس جداسازی شده از مزارع پرورش بوقلمون لهستان و همچنین

)2017Dec et al. ( و بلژیک )2006 .Cauwerts et al(  .هایژنمشخص گردیده است که بعلاوه مشاهده گردیده است 

(w)tet و (M)tet  انسان و محصولات غذایی فراوان هستند دستگاه گوارشجداسازی شده از هایلاکتوباسیلوس میاندر (Klare 

et al. 2005).  در مطالعه انجام شده توسطJohnson et al (2023تمامی جدایه ) های L. johnsonii جداسازی شده از بوقلمون

 لاکتوباسیلوسی سویه 478باشند. مطالعه انجام شده بر روی می tet(Lها حاوی ژن )بوده و بیش از پنجاه درصد سویه tet(wحاوی ژن )

 لاکتوباسیلوس های( از سویه478/108)  درصد 23کشور چین مشخص نمود که   Jiangnanموجود در کلکسیون میکروبی دانشگاه 

و به ترتیب به   L.crispatusو  L. johnsoniiمورد مطالعه به تتراسایکلین مقاوم هستند و بیشترین میزان مقاومت در دوگونه 

 L. reuteriهمچنین در مطالعه مذکور دو سویه  (.Ma et al. 202l( مشاهده گردید )30/18درصد ) 60درصد و 83( 18/15میزان )

،  L. paracaseiدر یک نمونه tet(Mبودند. همچنین حضور تکی ) tet(Lو ) tet(M) حاوی هر دو ژن L.crispatusو ده سویه 

 انجام شده توسط در مطالعه مشاهده گردید.  L. crispatusو دو سویه   L. reuteri، سه سویهL. plantarumشش سویه 

Anisimovaو Yarullina (2019 نیز حضور)ژن (L)tet  در سه نمونهL. plantarum های تخمیری جداسازی شده از خوراک

 .گیاهی ردیابی گردید
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دستگاه گوارش  لاکتوباسیلوس هایجدایهمیان  نیکلیمرتبط با مقاومت به تتراسا یهاژن . حضور6جدول

 های خانگی ایرانمرغ

Table 6. Presence of genes associated with tetracycline resistance in Lactobacillus isolates 

from digestive system of Iranian backyard chickens 
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a . .عدم حضور ژنهای کد کننده مقاومت نسبت به تتراسایکلین                .Lack of genes encoding for tetracycline resistance) –(a.  

b.حضور ژنهای کد کننده مقاومت نسبت به تتراسایکلین .             .for tetracycline resistance(+) Presence of genes encoding b.  

                                       
 A B 

باند حاصل از واکنش   (Bو ) bp 657با طول tet (Mباند حاصل از واکنش زنجیرهای پلیمراز ژن )  (A).1شکل 

 .L. salivarius ABRIIN27 (1 ،)Lدی ان ای پلاسمیدی  در bp 456با طول  Tet (Lزنجیرهای پلیمراز ژن )

salivarius ABRIIN33 (2 و )L. salivarius ABRIIN37 (3.) 

Figure 1. (A) The band resulting from the polymerase chain reaction of Tet(M) gene h a 

length of 657 bp and (B) the band resulting from the the polymerase chain reaction of Tet(L) 

gene with a length of 456 bp in the plasmid DNA of L. salivationsABRIIN27 (1), L. 

salivariusABRIIN33 (2) and L. salivariusABRIIN37 (3). 

500bp 500bp 

1      2       3 

1      2       3 
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 .Lدی ان ای پلاسمیدی  در bp 781با طول   Tet(O). باند حاصل از واکنش زنجیرهای پلیمراز ژن 2شکل 

johnsoniiABRIG7 (1 ،)L. johnsoniiABRIG14 (2و )L. johnsoniiABRIG24  (3). 

Figure 2.The band resulting from the reaction of the Tet(O) gene polymerase chains with a 

length of 781 bp in the plasmid DNA of the L. johnsoniiABRIG7 (1), L. johnsoniiABRIG14 

(2) and ABRIG24 (3). 

 

 

دی ان ای پلاسمیدی  در bp 167با طول  tet(W. باند حاصل از واکنش زنجیرهای پلیمراز ژن )3شکل 

 مقاومت فنوتیپی دارای هایجدایه

Figure 3. The band resulting from the polymerase chain reaction of the tet(W) gene with a 

length of 167 bp in the plasmid DNA of lactobacillus isolates with phenotypic resistance 

 

جداسازی شده از دستگاه گوارش لاکتوباسیلوسی  هایجدایهدرمیان های فنوتیپی در این مطالعه نتایج تست :نتیجه گیری

 .L جدایه ، سهL. reuteri جدایهبود. در این مطالعه چهار  هاآنطیور بیانگر وجود مقاومت نسبت به تتراسایکلین در شماری از 

salivariusجدایه ، چهار L. johnsonii جدایه و سه L.crispatus  قادر به رشد در محیط حاوی آنتی بیوتیک تتراسایکلین در غلظت

باشند. بعلاوه می EFSAمذکور بر اساس توصیه  هایبالاتر از مقادیر تعیین شده حداقل میزان غلظت بازدارندگی تعیین شده برای باکتری

تائید گردید. در این مطالعه حضور  PCRمبتنی بر های ژنوتیپی نسبت به تتراسایکلین بوسیله تست شده نتایج مقاومت فنوتیپی مشاهده

مورد مطالعه  L. salivarius جدایهتنها در سه  tet(M)و  tet(L)تائید گردید اما ژن لاکتوباسیلوسی  هایجدایه درتمامی tet(W)ژن 

مشاهده گردید. همچنین مشخص گردید مقاومت فنوتیپی تتراسایکلینی  L. johnsonii جدایهدر سه  نیز tet(O)مشاهده گردید و ژن 

500bp 

500bp 

1      2       3 



 1403و همکاران، رویان 

65 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

مقاومت فنوتیپی  .باشدمی tet(W)و  tet ،(L)tet(M) مورد مطالعه ناشی از حضور سه ژن L. salivarius هایجدایهمشاهده شده در 

ناشی از حضور  L. johnsoniiABRIG24و  L. johnsoniiABRIG7 ،L. johnsoniiABRIG14 جدایه مشاهده شده در سه

بومی مورد  هایجدایهباشد لذا با توجه با توجه به مقاومت آنتی بیوتیکی مشاهده شده در شماری از می tet(W)و  tet(O)همزمان دو ژن 

های ز سویهتوان اهای مقاومت نسبت به تتراسایکلین نمیهای مرتبط به آن و خطر انتقال افقی ژنمطالعه و با توجه به تائید حضور ژن

 دارای مقاومت بعنوان افزودنی پروبیوتیک مناسب تغذیه طیور استفاده نمود. 

 .شودیم یپژوهش حاضر سپاسگزار یاجرا یمال یتبه خاطر حماپژوهشگاه بیوتکنولوژی کشاورزی ایران از  :سپاسگزاری

ارزشمند  اتمطالعه متن مقاله حاضر و ارائه نظربه خاطر مجله بیوتکنولوژی کشاورزی  گرامیو داوران  محترمهمچنین از سردبیر

 شود.می یسپاسگزار
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