
 
 
 

 
 
 

 فیزیولوژی و بیوتکنولوژی آبزیان

 1399سال هشتم، شماره اول، بهار 
 

  مقاله پژوهشی

 دارای پتانسیلبیوتیکی در دو باکتری های مقاومت آنتیبررسی الگو

 Lactococcusو   Lactococcus lactis subsp. cremoris NABRII64،یپروبیوتیک

lactis subsp. cremoris NABRII66 کمان آلای رنگینجدا شده از روده ماهی قزل

(Oncorhynchus mykiss) 
 

 4یباباخان ایآر، 3مسلم پورابراهیم، *2مریم رویان، 1یفائزه مرتضائ

 

 98 تیرتاریخ پذیرش:  97 اسفندتاریخ دریافت: 

 چکیده
 Lactococcus لاکتیک اسید باکتریبیوتیکی دو های فنوتیپی و ژنوتیپی مقاومت آنتیاین پژوهش بررسی الگوهدف 

lactis subsp. cremoris (NABRII64  وNABRII66 )پتانسیل پروبیوتیکی جداسازی شده از روده ماهیان  دارای

( MICمورد بررسی بر اساس حداقل غلظت بازدارندگی ) هایسویه. الگوی حساسیت فنوتیپی بودکمان آلای رنگینقزل

سیلین، کانامایسین، جنتامایسین، استرپتومایسین، پزشکی و دامپزشکی شامل آمپی بیوتیک رایج درنسبت به هشت آنتی

مقادیر استاندارد با  MICپس از مقایسه مقادیر د. شاریترومایسین، کلیندامایسین، تتراسایکلین و کلرامفنیکل بررسی 

 هایسویهنوتیپی مشاهده شده در مقاومت ف (، ماهیتEFSAتوصیه شده توسط سازمان ایمنی مواد غذایی اتحادیه اروپا )

( بررسی شد. نتایج ارزیابی فنوتیپی PCRمرازی )از طریق واکنش زنجیره پلی یپلاسمید DNAبه وسیله باکتریایی 

های مقاومت (. بررسی ژنوتیپی ژنmg/L4<MICبود ) باکتریایی سویهدر هر دو  یدهنده مقاومت تتراسایکلین نشان

و  tet (S)های مقاومت بیانگر حضور ژن tet (K)و  tet (S) ،tet (L) ،tet (M) ،tet (O) ،tet (W)بیوتیکی شامل آنتی

tet (M) درDNA  حضور دو ژن مقاومت این نتایج، مقاومت اکتسابی و  بود.باکتریایی  سویهدو هر  یپلاسمید

نشان داد. با این حال، مطالعات  NABRII66 و NABRII64باکتریایی  سویه دورا در  یپلاسمید DNA در یتتراسایکلین

 .استبیشتری به منظور درک ماهیت مکانیسم مقاومت اکتسابی در آینده مورد نیاز 

 Lactococcus پلاسمیدی، DNA ،ینیکلیتتراسای، مقاومت کیوتیبیمقاومت آنت کمان،نیرنگ یآلالقز کلیدی: واژگان

lactis. 
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 مقدمه

خطر بروز و  ،امروزه با توجه به تغییر اقلیم

نیاز به  ،بودهها رو به فزونی گسترش بیماری

های درمانی موثر در این زمینه افزایش روش

(. Tirado et al., 2010یافته است )

کننده و  ترین عوامل کنترلها مهمبیوتیکآنتی

. امروزه، ظهور هستندها کننده بیماری درمان

و  استبیوتیکی مسئله پر اهمیتی مقاومت آنتی

های ترین بحراندر تمامی نقاط دنیا یکی از مهم

شود کننده سلامت بشر تلقی می تهدید

(Chopra and Roberts, 2001.) 

آب نه تنها مسیری برای انتشار 

بیوتیک در میان های مقاوم به آنتیارگانیسم

بلکه مسیری برای صدور  جانوران استانسان و 

های های مقاومت آنتی بیوتیکی به اکوسیستمژن

اند بیش از باکتریایی است. مطالعات نشان داده

های شور به های باکتریایی آبگونه درصد 90

بیش از  هستند.بیوتیک مقاوم بیش از یک آنتی

ها حداقل  به پنج نوع هگوناز این درصد  20

بیوتیک مختلف، مقاوم هستند آنتی

(Martinez, 2003 عوامل باکتریایی انسانی و .)

های آبی ها در محیطغیر انسانی، از طریق پساب

ها شوند. بسیاری از این ارگانیسمسازی میرها

که هستند بیوتیکی های مقاومت آنتیحامل ژن

ها ها و انتگرونترنسپوزون غالبا در پلاسمیدها،

و در بین جوامع باکتریایی خاک و  شوندمیبیان 

(. Alonso et al., 2001یابند )آب انتشار می

 ها، عامل اولیه مقاومتبسیاری از این ژن

( Resistome) نیستند، بلکه به یک رزیستوم

ای از پنهان تعلق دارند. این اصطلاح به مجموعه

، متهای مقاوها با قابلیت تبدیل شدن به ژنژن

 (. D'costa et al., 2006د )شواطلاق می

مواد غذایی مصرف نشده و مواد دفعی 

 یهای مختلفبیوتیکبرگیرنده آنتی ماهیان در

. این اجزا به تدریج به رسوبات کف منتقل است

و پس از تجزیه و انتشار به داخل  شوندمی

و به شوند میتوسط جریان آب شسته  رسوبات،

(. Sorum, 2006یابند )میدیگر راه  هایمکان

مانده در رسوبات، سبب بیوتیکی باقیبقایای آنتی

بروز فشار انتخابی و منجر به تغییر اجزای 

ده فلور میکروبی موجود در رسوبات دهنتشکیل

بیوتیک های مقاوم به آنتیو انتخاب باکتری

Beaber et al., 2004; Kim etخواهند شد )  

al., 2004.) 

بیوتیکی به عوامل انتقال مقاومت آنتی

، با جانوریزای انسانی یا باکتریایی بیماری

های مقاوم در استفاده از محصولات حاوی سویه

انتقال ژن مقاومت از یک ارتباط است. 

ها میکروارگانیسم زنده به سایر میکروارگانیسم
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دهد دستگاه گوارش رخ میمانند هایی در محیط

(Devirgiliis et al., 2011 .) 

هایی گرم لاکتیک، باکتری های اسیدباکتری

 شناسیمثبت، فاقد اسپور و دارای ریخت

که از منابع مختلفی جداسازی  هستندمتنوعی 

های و دستگاه گوارش یکی از جایگاهشوند می

های باکتریایی استقرار این میکروارگانیسم اصلی

های ین جدایها(. Asfie et al., 2003است )

های آلی اسیدمانند با تولید ترکیباتی باکتریایی 

میکروبی از رشد عوامل های ضدو پپتید

به همین ند و کنزای مختلف ممانعت میبیماری

های باکتریایی سودمند ارگانیسم این ازدلیل 

در صنایع مختلف  «پروبیوتیک»تحت عنوان 

,De Vuyst and Leroyشود )می استفاده  

های متنوع این دسته از (. از میان جنس2007

های برخی ازگونههای سودمند، باکتری

شکل متعلق به جنس باکتریایی کوکسی

Lactococcus بروز ای در دارای توان بالقوه

های پروبیوتیکی هستند. توانایی رشد در ویژگی

 یشرایط مختلف محیطی و فیزیولوژیک

های ثانویه در موجودات زنده، تولید متابولیت

زای مختلف آبزی و مواجهه با عوامل بیماری

عملکردی مناسب دیگر  هایویژگیزی و خشکی

منحصر به فرد  هایخصوصیتاز جمله 

های مفید مختلف این دسته از گونهزیر

 ,.Cai et al) لاکتیک است های اسیدباکتری

1999; Lyons et al., 2017; Nguyen et 

al., 2017 .) 

یند آهایی که در فرترین ویژگییکی از مهم

های پروبیوتیک غربال و شناسایی باکتری

ایمنی زیستی است.  های، بررسیدارداهمیت 

های ارائه شده ایمنی زیستی بر طبق پروتکل

حساسیت  مانندهایی شامل ارزیابی ویژگی

بیوتیکی، شناسایی حاملین مقاومت آنتی

های بیوژنیک و بررسی بیوتیکی، تولید آمینآنتی

است های باکتریایی فعالیت همولیتیک سویه

(FAO/WHO, 2006 از این بین، حساسیت .)

های تجاری رایج مورد بیوتیکبه آنتینسبت 

اساس  براستفاده در پزشکی و دامپزشکی، 

 اروپا هیاتحاد ییمواد غذا یمنیپروتکل سازمان ا

(EFSA )کننده  تعیین عواملترین از جمله مهم

ی یک محصول پروبیوتیک تلقی ایمنی زیست

 (.EFSA, 2012د )شومی

زمانی که مقاومت به یک عامل بازدارنده 

های یک گونه بیوتیکی در تمامی سویهآنتی

 Intrinsic) د عموما با مقاومت ذاتیشومشاهده 

Resistance ) یا طبیعی در ارتباط است. در

مقابل، زمانی که یک سویه حساس به یک عامل 

، مقاومت از نوع شودمیکروبی، دچار مقاومت ضد

 Vanخواهد بود )( Acquired) اکتسابی
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Reenen and Dicks, 2011.)  مقاومت

ها شدن ژن تواند در پی افزودهاکتسابی می

های کسب شده توسط باکتری از طریق )ژن

های داخلی خارجی( یا جهش ژن DNAکسب 

 Devirgiliis et al., 2011; Vanاتفاق بیافتد )

Reenen and Dicks, 2011 .) 

پروبیوتیکی حاوی تمامی محصولات 

برخی از  مانندلاکتیک  ای اسیدهباکتری

 باید از نقطه Lactococcusهای جنس سویه

مانند میکروبی حساسیت به عوامل ضد نظر

سیلین، ونکومایسین، جنتامایسین، آمپی

کانامایسین، استرپتومایسین، اریترومایسین، 

کلیندامایسین، تتراسایکلین و کلرامفنیکل که 

 ،یی در پزشکی و دامپزشکی دارنداهمیت بالا

. ضروری است (EFSA, 2012) شوندارزیابی 

های ها بر مبنای روشکه تمامی این آزمایش

المللی  های بینقابل اتکا و و بر اساس استاندارد

های پایه و ضروری در روش . از جملهشودانجام 

ها، بررسی حداقل غلظت گونه ارزیابی این

 Minimum Inhibitoryبازدارندگی )

Concentration: MIC است که به منظور )

ارزیابی حساسیت یا مقاومت اکثر عوامل 

های تجاری مهم بیوتیکآنتی مانندضدمیکروبی 

بر این اساس، مقاومت بالای  .شودمیاستفاده 

میکروبی یک سویه باکتریایی به عوامل ضد

رده خود های هماختصاصی نسبت به سایر سویه

تواند بیانگر حضور تاکسونومی، میاز نظر 

مقاومت اکتسابی باشد و نیازمند مطالعات 

 ,EFSAبیشتری از نظر ماهیت ژنتیکی است )

2012 .) 

 FEEDAPنامه ارائه شده بر اساس شیوه

( هر سویه باکتریایی که حامل مقاومت 2008)

میکروبی است پتانسیل اندکی ذاتی به عوامل ضد

و به منظور  داردمل در انتقال افقی این عوا

های غذایی ایمن تلقی استفاده در افزودنی

باکتریایی که حامل مقاومت  . هر سویهشودمی

میکروبی با واسطه عوامل اکتسابی به عوامل ضد

ژنتیکی باشد، بیشترین پتانسیل را در انتقال 

صلاحیت مصرف  ،های مقاومت داشتهافقی ژن

در صورت عدم . نداردبه عنوان افزودنی غذایی را 

وجود اطلاعات دقیق و کافی در رابطه با ماهیت 

توان آن را ژنتیکی مقاومت مشاهده شده، نمی

 در مراحل بعدی مورد مصرف قرار داد.

از این رو، در مطالعه حاضر ابتدا به بررسی 

بیوتیکی کمی الگوی فنوتیپی مقاومت آنتی

 باکتریایی اسید سویهدر دو  MICتوسط روش 

 Lactococcus زیرگونهلاکتیک متعلق به 

lactis subsp. cremoris  جداسازی شده از

 کمانآلای رنگینروده ماهی قزل

(Oncorhynchus mykiss, Walbaum)  که



 [5] 1399(، 1)8 ژی و بیوتکنولوژی آبزیان:فیزیولو     NABRII66و  NABRII64 بیوتیکی دو باکتری پروبیوتیکمقاومت آنتی

 

های در مطالعه پیشین از نظر وجود ویژگی

پروبیوتیکی بررسی شده بودند )مرتضائی و 

سپس ماهیت  و شد(، پرداخته 1397همکاران، 

از  باکتریاییهای سویهبیوتیکی مقاومت آنتی

الگوی مقاومت ژنوتیپی ارزیابی  بررسی طریق

 . شد

 

 هاروش و مواد
 باکتریایی هایسویه

های نام بالاکتیک  باکتریایی اسید سویهدو 

Lactococcus lactis subsp. cremoris 

NABRII64  وL. lactis subsp. cremoris 

NABRII66  ماهیان  از روده نیشیپ مطالعهدر

 Oncorhynchus) کماننیرنگ یآلاقزلسالم 

mykiss ) مزارع پرورشی واقع در غرب متعلق به

های ویژگی واستان گیلان جداسازی 

بررسی  in vitroر شرایط ها دآنپروبیوتیکی 

 نیا که (1397)مرتضائی و همکاران،  ندشد

 آمده است. 1طور خلاصه در جدول ه ب هایژگیو

مربوط به غربال و تعیین  یهاتمامی آزمایش

های پروبیوتیکی و ایمنی زیستی این ویژگی

باکتریایی در آزمایشگاه بیوتکنولوژی های سویه

جانوری پژوهشکده بیوتکنولوژی کشاورزی 

 د.شانجام  رشت() منطقه شمال کشور، ایران

 

 Lactococcus lactis subsp. cremorisسویه باکتریایی دو  های بیوشیمیایی و پروبیوتیکیویژگی :1 جدول

NABRII64  وL. lactis subsp. cremoris NABRII66 کمان آلای رنگینشده از روده ماهی قزل جدا

 (1397)مرتضائی و همکاران، 

 NABRII64 NABRII66 باکتریایی هایسویهنام 

 NCBI MH620380 MH620382کد دسترسی در 

 مثبت مثبت آمیزی گرمرنگ

 منفی منفی تولید کاتالاز

 pH 4-3 :pH: 3-4 شرایط اسیدیمقاومت به 

 (%10عصاره صفرای ماهی ) (%10عصاره صفرای ماهی ) مقاومت به املاح صفراوی

 میکروبیویژگی ضد

 
 زایمهار عامل بیماری

Streptococcus iniae 
زای بیماریمهار عامل 

iniae Streptococcus 

 ندارد ندارد همولیتیک -فعالیت بتا
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بیوتیکی بر ارزیابی الگوی حساسیت آنتی

 اساس حداقل غلظت بازدارندگی 

 سویهدو ( MIC) حداقل غلظت بازدارندگی

نسبت    NABRII66و NABRII64 باکتریایی

و  پزشکی در رایج تجاری بیوتیکآنتی هشتبه 

 ن،یسیندامایکل ن،یلیسیآمپ دامپزشکی شامل

 ن،یکلیتتراسا ن،یسیاسترپتوما ن،یسیجنتاما

توسط  کلیو کلرامفن نیسیکاناما ن،یسیترومایار

بررسی شد  Broth Microdilutionروش 

(Klare et al., 2005.)  بدین منظور، از تمامی

کشت  طیدر مح یکوتیبیآنت یهااستوک

LAB Susceptibility Test Medium 
(LSM ) حاویMRS Broth (Merck )آلمان ،

 یهارقت ،(، بریتانیاOxoid) Iso-Sensitestو 

𝜇g/mL 128-25/0  تهیه شد. از

 های باکتریایی منتخب، کدورتی باسوسپانسیون

630OD 2/0 یکیوتیبیآنت یهابه رقت و تهیه 

اضافه  ایخانه 96 تیپل یهاموجود در چاهک

به  C°25در دمای  ایخانه 96های د. پلیتش

سپس  .ندشدگذاری خانهگرمساعت  24مدت 

های مختلف در رقتها سویهمیزان رشد 

های تجاری مشاهده و توسط بیوتیکآنتی

، ELX808 ،BioTek)دستگاه الایزا ریدر 

در هر  MICمقادیر  د. در نهایت،شثبت  (آمریکا

بیان شده با استاندارد باکتریایی سویه 

(. EFSA, 2012)مقایسه شد   EFSAدر

 استاندارد ارائهکه غلظتی بالاتر از یی هاسویه

 . نددمقاوم شناخته ش ،نشان دادند شده

 

ارزیابی الگوی ژنوتیپی حساسیت 

 بیوتیکی آنتی

 پلاسمیدی DNAجداسازی 

پلاسمیدی توسط روش  DNAجداسازی 

 انجام شد( Alkaline Lysis)لیز قلیایی 

(Feliciello and Chinali, 1993 به طور .)

مورد نظر با تلقیح در های سویهابتدا  خلاصه،

 C°25در دمای  MRS Brothمحیط کشت 

و از هر شدند مورد کشت یک شبه قرار داده 

با دور  هانمونهنمونه دو تکرار در نظر گرفته شد. 

g10000  16-2)دقیقه سانتریفیوژ  5به مدتP ،

Sigma )پس از حذف فاز شناور شدند. ، آلمان

 محلول بافر mL1رویی، از پلت سلولی به همراه 

و  mM50 ،EDTA mM10 گلوکز دارای اول

د. شسوسپانسیونی تهیه  mM25تریس محلول 

 NaOH N2/0 محلول دوم شامل mL2سپس 

 mL5/1شامل  محلول سوم mL5/1و  SDSو 

KOAc M3  اضافه و با  ابتداییبه سوسپانسیون

 وژیفیسانتردقیقه  15به مدت  g15000دور 

د. فاز شناور رویی به تیوب دیگر منتقل شد و ش

به آن  ،پلاسمیدی DNAبه منظور رسوب 
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 DNAایزوپروپانول اضافه شد. رسوب 

نهایی تیوب در انتهای  وژیفیسانترپلاسمیدی با 

 DNA سازی،آن نمایان شد. پس از رقیق

 C4°های دیگر در دمای پلاسمیدی برای بررسی

 نگهداری شد. 

 

واکنش زنجیره پلیمرازی و بررسی وجود 

 سط الکتروفورزهای پلاسمیدی توژن

مقاومت به  هایبه منظور بررسی ژن

پلاسمیدی استخراج  DNAبیوتیک در آنتی

ای ، واکنش زنجیرهسویه باکتریاییشده از هر 

انجام شد.  𝜇L 15درحجم ( PCR)پلیمراز 

بافر  شامل محلول PCRمسترمیکس  محلول

X10 ،dNTP،Taq DNA Polymerase  ،

2MgCl ،)رهای ژن آغازگآب و  )سیناژن، ایران

( به همراه 2بیوتیک )جدول مقاومت به آنتی

𝜇L2  ازDNA کسیمسترم از و پلاسمیدی بود 

 یبه عنوان شاهد منف یدیپلاسم DNAبدون 

سازی واکنش شامل واسرشته. این استفاده شد

دقیقه در یک  5به مدت  C96°اولیه تحت دمای 

 C96° سازی اصلی تحت دمایسیکل، واسرشته

در دمای  آغازگرثانیه، اتصال  30به مدت 

ثانیه )جدول  45به مدت آغازگر اختصاصی هر 

 C72°سیکل، گسترش تحت دمای  32( در 2

ثانیه و گسترش نهایی تحت  45به مدت زمان 

به مدت زمان یک دقیقه در یک  C72°مای د

 Thermalکه توسط دستگاه  سیکل بود

Cycler (T100 ،Bio-Radانجام ، آمریکا )دش. 
 

 هاهای ژن مقاومت به تتراسایکلین مورد مطالعه و مشخصات آن: آغازگر2جدول 

 tet (5'→3')توالی آغازگرهای ژن  ژن هدف
دمای اتصال 

(°C) 
طول باند 

(bp) 
 منبع

tet (S) 
 

F: TGGAACGCCAGAGAGGTATT 
R: ACATAGACAAGCCGTTGACC 

58 
 

720 
 

Aarestrup et al., 2000 
 

tet (O) 
 

F: AATGAAGATTCCGACAATTT 
R: CTCATGCGTTGTAGTATTCCA 

55 
 

781 
 

Preethi et al., 2017 
 

tet (M) 
 

F: GTTAAATAGTGTTCTTGGAG 
R: CTAAGATATGGCTCTAACAA 

58 
 

657 
 

Aarestrup et al., 2000 
 

tet (L) 
 

F: CATTTGGTCTTATTGGATCG 
R: ATTACACTTCCGATTTCGG 

55 
 

456 
 

Aarestrup et al., 2000 
 

tet (K) 
 

F:TTAGGTGAAGGGTTAGGTCC 
R: GCAAACTCATTCCAGAAGCA 

55 
 

697 
 

Aarestrup et al., 2000 
 

tet (W) 

 

F: GAGAGCCTGCTATATGCCAGC 
R: GGGCGTATCCACAATGTTAAC 

58 
 

168 
 

Aminov et al., 2001 
 

 

 



 1399(، 1)8وژی و بیوتکنولوژی آبزیان: فیزیول             همکاران                                                         و  مرتضائی [8]

 

توسط  PCRبررسی تشکیل باند محصول 

 5/1های ژل آگارز ها در چاهکبارگذاری نمونه

 (.Aarestrup et al., 2000درصد انجام شد )

 

 نتایج

  بیوتیکیآنتیحساسیت  الگوی فنوتیپی

بیوتیکی نتایج ارزیابی حساسیت آنتی

 Lactococcus lactis باکتریاییهای سویه

subsp. cremoris NABRII64  وL. lactis 

subsp. cremoris NABRII66  3در جدول 

نظر  و با در MICآمده است. بر اساس نتایج 

سویه ، هر دو EFSAاستانداردهای گرفتن 

بیوتیک باکتریایی تنها نسبت به آنتی

تتراسایکلین مقاوم بودند و نسبت به سایر 

های مورد بررسی مقاومتی مشاهده بیوتیکآنتی

نشد.

 

 Lactococcus)لاکتیک  باکتریایی اسیدسویه بیوتیکی در دو : الگوی فنوتیپی مقاومت آنتی3جدول 

lactis subsp. cremoris NABRII64  وL. lactis subsp. cremoris NABRII66) 

 های تجاریبیوتیکآنتی

 (MIC)ها بیوتیکحداقل غلظت بازدارندگی آنتی
(mg/L) 

ارائه شده  MICاستاندارد 

 EFSA (mg/L)در 
NABRII64 NABRII66 

 >2 25/0 <25/0* سیلینآمپی

 >32 8 32 جنتامایسین

 >64 16 64 کانامایسین

 >32 32 32 استرپتومایسین

 >1 1 1 اریترومایسین

 >1 <25/0 <25/0 کلیندامایسین

 >R64 R128 4 تتراسایکلین

 >8 2 2 کلرامفنیکل

 یهاکیوتیبیمورد نظر از آنت رقت کمترین در یی حتیایباکتر هایسویهرشد  صیعدم تشخ انگریب «<25/0»مقدار  :*

 است. یتجار

R توسط  شده انیب استاندارداساس های مورد نظر بر بیوتیکباکتریایی به آنتیهای سویه: مقاومتEFSA 
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بیوتیکی با الگوی ژنوتیپی حساسیت آنتی

 PCRاستفاده از 

دو سویه  PCRنتایج ارزیابی محصول 

آمده  1باکتریایی منتخب پروبیوتیک در شکل 

پلاسمیدی هر دو  DNAاست. بر این اساس، 

و فاقد  tet (M)و  tet (S)های سویه دارای ژن

 tet (K)و  tet (L) ،tet (O) ،tet (W)های ژن

 بود.

 بحث

های شیمیایی مختلفی مانند درمان

 ها و مواد ضدعفونیها، واکسنبیوتیکآنتی

زا در کنترل عوامل بیماری برایکننده 

از  نیکلیتتراساد. شوپروری استفاده میآبزی

های موثر و رایج با سابقه بیوتیکجمله آنتی

 .استپروری مصرف طولانی در آبزی

 

 

های باکتریایی اسید لاکتیک بیوتیک تتراسایکلین در سویهبه آنی : بررسی الگوی ژنوتیپی مقاومت1شکل 

(Lactococcus lactis subsp. cremoris NABRII64  وL. lactis subsp. cremoris NABRII66 .)

: راست تسم ریتصوپلاسمیدی است.  DNAداک مربوط به درصد ثبت شده توسط ژل 5/1تصویر ژل آگارز 

محصول  :چپ تسم ریتصو .tet (M) آغازگربا استفاده از  کیلاکت دیاس ییایباکتر هیسودو  PCRحصول م

PCR  آغازگربا استفاده از  کیلاکت دیاس ییایباکتر هیسودو tet (S).  .بر اساس تصویر بالاA :DNA 

 M :DNA؛ NABRII66پلاسمیدی استخراج شده از  B :DNA؛ NABRII64پلاسمیدی استخراج شده از 

Ladder Plus 100bp ؛a  وb :NABRII64  دو تکرار(؛(c  وd :NABRII66  ؛)دو تکرار(e.شاهد منفی : 
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از تتراسایکلین در  مشتقات مختلفی

 ,.Zhang et alشوند )آزادماهیان مصرف می

2009; Miranda et al., 2018 این .)

ریبوزومی متصل  30Sبه زیرواحد  بیوتیکآنتی

به جایگاه  tRNA-از اتصال آمینوآسیل ،شده

های ریبوزوم که محل ورود اسید A)پذیرنده( 

و مانع  کندمیآمینه جدید است، جلوگیری 

د. بنابراین دارای ویژگی وشمی نیسنتز پروتئ

,.Akinbowale et al) استباکتریواستاتیک   

حال، استفاده عمده از آن سبب  (. با این2007

ده شزای ماهی بروز مقاومت در عوامل بیماری

(. در Fajardo and Martinez, 2008است )

حداقل غلظت بازدارندگی مطالعه حاضر، 

(MIC) های باکتریایی سویهLactococcus 

lactis subsp. cremoris NABRII64  وL. 

lactis subsp. cremoris NABRII66  در

بیوتیک تجاری مختلف با یکدیگر هشت آنتی

با دست آمده ه متفاوت بود و مقایسه مقادیر ب

 EFSAارائه شده توسط  MICمقادیر استاندارد 

بیوتیک نسبت به آنتیها را آن( مقاومت 2012)

نسبت به هفت ها را آنتتراسایکلین و حساسیت 

و  Ammor. نشان داددیگر  بیوتیکآنتی

در  MICمقادیر ( با بررسی 2008همکاران )

لاکتیک شامل  باکتریایی اسیدجدایه  143

 Bifidobacteriaو  L. lactisهایی از سویه

شده از منابع مختلف، مشاهده کردند  جداسازی

باکتریایی های جدایههای بازدارندگی که غلظت

تجاری با یکدیگر  هایبیوتیکدر مواجهه با آنتی

متفاوت بود که با نتایج مطالعه حاضر مطابقت 

 داشت. 

عمده در بروز  سمیچهار مکان یبه طور کل

که عبارتند از:  دننقش دار نیکلیمقاومت تتراسا

 ،(Efflux Pumps) افلاکس هایپمپ

Ribosomalی )بوزومیر افظمحهای پروتئین  

Protection Proteins: RPP)، یسازفعالریغ 

ترین عمده که سلول هدف تغییر درو  یمیآنز

در  RPPافلاکس و  هایپمپ ها شاملمکانیسم

(. در CLSI, 2005هستند )ها سمیارگانمیکرو

مطالعه حاضر، پس از مشاهده نتایج بررسی 

باکتریایی به سویه مقاومت فنوتیپی دو 

بیوتیک تتراسایکلین، به بررسی شش ژن آنتی

های مطرح مقاومت به تتراسایکلین در باکتری

لاکتیک پرداخته شد که در این میان،  اسید

های کننده پمپ کد tet (L) و tet (K)های ژن

 tet و tet (S)، tet (M)  ،tet (O) و افلاکس

(W) کننده  کدRPP ( بودندMcMurry and 

Levy, 2000 نتایج ارزیابی .)PCR  در این

 tetهای مقاومت دهنده وجود ژن مطالعه نشان

(M)  وtet (S)  درDNA  پلاسمیدی هر دو

کننده  های کدباکتریایی بود. در میان ژنسویه 
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RPP ،tet (M) ترین ژن در ترین و فراوانرایج

های گرم مثبت و منفی، در بین باکتری

 ;Roberts, 1996های آبی است )محیط

Petersen and Dalsgaard, 2003 .) 

Petersen  وDalsgaard (2003 مشاهده )

 Enterococcus یهاگونهکردند که تمامی 

spp. ماهیان پرورشی  جداسازی شده از مزارع

مقاومت فنوتیپی کشت تلفیقی در تایلند، دارای 

و پس  ندهای تجاری بودبیوتیکنسبت به آنتی

 tet هایاز بررسی الگوی ژنوتیپی مقاومت، ژن

(M)  وerm (B)  87و  95به ترتیب به میزان 

و  Kimگزارش شدند. ها جدایهدر بین  درصد

ارزیابی ای با هدف ( در مطالعه2004همکاران )

، tet (M) ،tet (O) ،tet (P) شامل RPPهای ژن

tet (S) ،tet (Q)  وtet (W)  در فلور باکتریایی

 ،جداسازی شده از ماهیان دریایی سالم و بیمار

ژن ترین فراوان tet (M)که  دندکرمشاهده 

های مقاومت تتراسایکلینی در میان باکتری

پروری دریایی و شده از مناطق آبزی جداسازی

در سویه تنها  tet (S) ماهیان سالم بود.

جداسازی   Lactococcus garvieaeباکتریایی

 Seriola) شده از ماهی دم زرد ژاپنی

quinqueradiata.بیمار مشاهده شد ) 

این مطالعه اولین گزارش از وجود این  همچنین،

 ها در دستگاه گوارش ماهیان دریایی بودژن

(Kim et al., 2004) در مطالعه دیگری، با .

بیوتیکی هدف بررسی الگوی مقاومت آنتی

های تتراسایکلین در باکتریتتراسایکلین و اکسی

پروری جداسازی شده از منابع مختلف آبزی

های جدایهاز  درصد 19مشاهده شد که 

تتراسایکلین مقاوم نسبت به اکسیباکتریایی 

( عامل درصد 50ترین )عمده tet (M)و ند بود

 ,.Akinbowale et alمقاومت بود ) انتقال

2007.) 

Ammor ( با بررسی 2008و همکاران )

در را ژن مقاومت ، بیوتیکیژنوتیپی مقاومت آنتی

 DNA( در tet (M)) L. lactisهای سویه

که بیانگر وجود  کردندپلاسمیدی شناسایی 

 .باکتریایی بودهای سویهمقاومت اکتسابی در 

Perreten ( ژن1997و همکاران ) های مقاومت

( و cat(، کلرامفنیکل )tet (S)به تتراسایکلین )

پلاسمیدی  DNA( که در strاسترپتومایسین )

 L. lactis هایشوند را در برخی از سویهکد می

و همکاران  Florez مشاهده و گزارش کردند.

الگوی مقاومت فنوتیپی  بررسی( پس از 2007)

جدا شده از  L. lactisباکتریایی  سویه 93

و  های مختلف شامل محیط آبیاکوسیستم

های بازدارندگی و خشکی، مقادیر متفاوت غلظت

بیوتیکی اکتسابی را در گسترش مقاومت آنتی

مشاهده  L. lactis سویه باکتریایی 11بین 
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باکتریایی سویه  دوکردند. از این میان، 

جداسازی شده از ماهی به تتراسایکلین و 

استرپتوماسین مقاوم بودند. همچنین بررسی 

بیوتیکی توسط مت آنتیالگوی ژنوتیپی مقاو

PCR های مقاوم به نشان داد که سویه

های مقاومت پلاسمیدی تتراسایکلین، ناقل ژن

Florez et) بودند tet (L/S) و tet (M)شامل   

al., 2007) .tet (S)  همچنین، در ناقلین ژن

پلاسمیدی و ترنسپوزون(  DNAمقاومت )

و  L. lactisهای گرم مثبت مانند باکتری

Listeria sp. ( گزارش شدClewell et al., 

1995; Araujo et al., 2015 .) ،نتایج بنابراین

 tetدهنده فراوانی دو ژن  نشانمختلف مطالعات 

(M)  وtet (S)  با  که استدر منابع آبی مختلف

 . ردنتایج مطالعه حاضر مطابقت دا

تواند در بین مقاومت به تتراسایکلین می

های موجود در مزارع پرورش ماهی ارگانیسم

گسترش یابد و بدین ترتیب میکروبیوتای 

ماهیان و محیط آبی منبع مهمی از  طبیعی

شوند بیوتیک تلقی میهای مقاومت به آنتیژن

(Kim et al., 2004 توانایی انتقال محتوای .)

وجود  Lactococcus های مختلفژنی بین گونه

به  L. lactisهای و این ویژگی در زیر گونه دارد

 ,.Lampkowska et alاثبات رسیده است )

(. البته، توانایی انتقال ژن مقاومت 2008

 تتراسایکلین با واسطه پلاسمید از

Lactococcus های های باکتریبه سایر جنس

گزارش نشده است  شکلکوکسی

(Guglielmetti et al., 2009.) 

حاکی از وجود مقاومت  حاضر نتایج مطالعه

بیوتیک تتراسایکلین و فنوتیپی تنها به آنتی

بیوتیک تجاری دیگر در حساسیت به هفت آنتی

 .Lسویه باکتریایی منتخب پروبیوتیک شامل دو 

lactis subsp. cremoris NABRII66 و L. 

lactis subsp. cremoris NABRII64  .بود

شد که از طرفی پس از ارزیابی ژنوتیپی مشاهده 

پلاسمیدی  DNAدر  tet (S)و  tet (M)دو ژن 

این مسئله بیانگر مقاومت  کدگذاری شدند.

های باکتریایی سویهبیوتیکی اکتسابی در آنتی

 EFSAو بر اساس توصیه  استمورد بررسی 

از این نظر های مذکور سویه( لازم است 2012)

تری قرار گیرند تا های دقیقمورد ارزیابی

مقاومت اکتسابی مشاهده شده  د کهشومشخص 

در اثر اضافه شدن ژن مذکور از منابعی دیگر به 

یا حاصل  استمورد نظر  هایخزانه ژنی باکتری

وقوع جهش ژنومی که در صورت وقوع رخداد 

توان از باکتری مورد نظر در ترکیب دوم می

د. افزایش کرپروبیوتیکی استفاده های مکمل

تتراسایکلین در  بیوتیکمقاومت نسبت به آنتی

باکتریایی به علت سوء مصرف و عدم های جدایه
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بیوتیک دانش کافی در زمینه استفاده از این آنتی

در مزارع پرورش آبزیان، به ویژه پرورش ماهیان 

گیرد. ارتقای مدیریت مزارع سردآبی صورت می

های از نظر بهداشت، تغذیه و استفاده از روش

موثر در مواجهه با عوامل  زیستیکنترل 

 دستهزا به کاهش بروز مشکلاتی از این بیماری

 د.کرکمک شایانی خواهد 

 

 قدردانی و تشکر

در  مطالعههای پژوهشی این تمامی فعالیت

آزمایشگاه بیوتکنولوژی جانوری و ژنومیکس 

پژوهشکده بیوتکنولوژی کشاورزی ایران، 

مدیریت شمال کشور انجام و بخشی از یک پروژه 

بود.  120505945594001مصوب با شناسه 

در این راستا، از کلیه متخصصین و اعضای هیئت 

های علمی این پژوهشکده به پاس راهنمایی

 گردد.گزاری میسپاس ،ارزنده
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Abstract  

This study aimed to investigate the phenotypic and genotypic patterns of antibiotic 

resistance in two potential probiotic lactic acid bacteria, Lactococcus lactis subsp. 

cremoris (NABRII64 and NABRII66) isolated from the rainbow trout intestine. The 

phenotypic susceptibility pattern of the strains was studied based on the Minimum 

Inhibitory Concentration (MIC) of eight most commonly used antibiotics in medicine and 

veterinary including ampicillin, kanamycin, gentamicin, streptomycin, erythromycin, 

clindamycin, tetracycline and chloramphenicol. After comparing the MICs with standard 

values recommended by European Food Safety Authority (EFSA), the nature of the 

phenotypic resistance observed in bacterial strains was investigated by polymerase chain 

reaction (PCR) through plasmid DNA extraction. The results of phenotypic evaluation 

indicated the tetracycline resistance in both bacterial strains (MIC<4mg/L). Genotyping 

of antibiotic resistance genes including tet (S), tet (L), tet (M), tet (O), tet (W) and tet (K) 

indicated the presence of tet (S) and tet (M) resistance genes in plasmid DNA of both 

bacterial strains. These results exhibited the acquired resistance and the presence of two 

tetracycline resistance genes in the plasmid DNA of two bacterial strains, NABRII64 and 

NABRII66. However, further studies are required to understand the nature of the acquired 

resistance mechanism in the future. 

Key words: Rainbow Trout, Antibiotic Resistance, Tetracycline Resistance, Plasmid 

DNA, Lactococcus lactis. 
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